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OZET

Gebelik Siiresince ve Dogum Sonrasinda Uygulanan Akrilamidin, Sican
Yavrulariin Testis Fonksiyonlar1 Uzerindeki Toksik Etkilerinin incelenmesi ve E
Vitamininin Koruyucu Roliiniin Arastirilmasi

Amag¢: AKR giinliik hayatimizda, 6zellikle 120 °C’den yiiksek sicakliklarda
hazirlanan gidalarin tiiketilmesi ile maruz kaldigimiz, saglik agisindan toksik olan bir
kimyasaldir.Bu ¢alismada, AKR'nin testislerdeki toksik etkilerinin molekiiler diizeydeki
etki mekanizma/mekanizmalarinin ortaya konulmasi ve AKR kaynakli bu toksik etkileri
E vitamininin 6nleyip dnleyemeyeceginin test edilmesi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot: Bu arastirmada, 40 adet 200-250 gr agirliginda 12 haftalik
erigkin gebe Spraque Dawley rat kullanilmistir. Gebe ratlar 4 gruba ayrilmistir: Grup 1:
Kontrol grubu (8 rat), Grup 2: AKR grubu (12 rat),Grup 3: E vitamini grubu (8 rat) ve
Grup 4: AKR + E vitamini grubu (12 rat). Bu arastirmada anne ratlara gebelik ve
laktasyon siiresince, erkek yavru ratlara dogum sonrasi 8. haftaya kadar AKR ve E
vitamini uygulanmig ve 8. haftanin sonunda tiim gruplarin erkek ratlarindan tireme
dokular1 ve kan numuneleri alinmistir. Bu dokularin agirlik 6l¢iimleri, testis dokusunun
histopatolojik incelemesi, testis ve karaciger aromataz geninin mRNA ve protein
diizeyleri, serum numunelerinde ise testosteron, Ostradiol, FSH ve LH analizleri
yapilmistir. Ayrica, yavru erkek sicanlardan aliman sperm Orneklerinin spermiyogram
analizleri gergeklestirilmistir.

Bulgular: Analiz sonuglari, AKR uygulamasimin testisde ciddi hasarlara neden
oldugunu, sperm konsantrasyonunu anlamli derecede diistirdiigiinii, anormal sperm
oranin1 ciddi derecede artirdigini, serum testosteron diizeylerini anlamli derecede
diisiiriirken Ostradiol diizeylerini ise anlamli derecede artirdigini, karacigerde aromataz
proteinini anlamli derecede artirdigini ortaya koymustur. E vitamini uygulamasi, verileri
kontrol grubu degerlerine getirmistir.

Sonug¢: Tim bu sonuglar, AKR uygulamasimin erkek yavru sicanlarin iireme
performansinda 6nemli derecede bozulmalara neden olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Erkek yavru sigan, akrilamid, testis, spermiyogram,

testosteron, Ostradiol, aromataz, RT-PCR, western-blot.
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ABSTRACT

Investigation of the Toxic Effects of Acrylamide on Testicular Functions and
Investigation of the Protective Role of Vitamin E in offsprings Who Received
Acrylamide during Pregnancy and Postpartum

Aim: Acrylamide (ACR) is a toxic chemical for health that we are exposed to in
our daily life, especially by consuming foods prepared at temperatures higher than 120
°C.In this study, it was aimed to reveal the mechanism(s) of action at the molecular
level of the toxic effects of ACR in testicles and to test whether vitamin E can prevent
these AKR-induced toxic effects.

Material and Method: In this study, 40 adult pregnant Spraque Dawley rats
weighing 200-250 g, 12 weeks old, were used. Pregnant rats were divided into 4 groups:
Group 1: Control group (8 rats), Group 2: ACR group (12 rats), Group 3: Vitamin E
group (8 rats), and Group 4: ACR + vitamin E group (12 rats).In this study, acrylamide
and vitamin E were applied to the mother rats during pregnancy and lactation, and to the
male offsprings until the 8th week after birth. At the end of the 8th week, reproductive
tissues and blood samples were taken from the male offsprings of all groups. Weight
measurements of the reproductive tissues, histopathological examination of testicular
tissue, mMRNA and protein levels of testicular and liver aromatase gene, and
testosterone, estradiol, FSH and LH analyzes in serum samples were made. In addition,
spermiogram analyzes of sperm samples taken from the male offsprings were
performed.

Results: Analysis results revealed that ACR application caused serious damage
in testis, significantly decreased sperm concentration, significantly increased abnormal
sperm rate, significantly decreased serum testosterone levels, significantly increased
serum estradiol levels, and significantly increased aromatase protein in the liver.
Vitamin E application brought the data to the control group values.

Conclusion: All these results show that the application of ACR can cause
significant deterioration in reproductive performance of male baby rats.

Key words: Male offspring, acrylamide, testis, spermiogram, testosterone,

estradiol, aromatase, RT-PCR, Western-blot.
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1. GIRIS

Akrilamidin(AKR) itireme sistemi iizerinde meydana getirdigi toksik etkileri
arastirmak {izere, yetiskin gebelik (gestasyonel) ve/veya siit emzirme (laktasyonel)
siiresince AKR uygulanarak yapilan ¢ok sayida deneysel aragtirma bulunmaktadir. Bu
arastirmalarin sonuglari, gebelik ve/veya laktasyon siiresince AKR uygulamasinin testis
dokusunu hasarlandirdigini ve fonksiyonlarini 6nemli derecede bozdugunu ortaya
koymustur. Ancak literatiir taramasinda, gebelikle baslayan laktasyonla devam eden ve
erkek siganlarin cinsel olgunluga eristigi postnatal 8. haftaya kadar AKR uygulanarak
yapilmis bir aragtirmaya rastlanilmamistir. Yapilan aragtirmalar AKR’in, testislerde
oksidatif stres ve oksidatif doku hasarina yol actigini, testisin Leydig hiicrelerinde
testosteron sentezini saglayan bazi enzimlerin (3-beta hidroksisiteroid dehidrojenaz, 17-
OH steroid dehidrojenaz gibi) protein diizeylerini ve aktivitelerini azaltarak testosteron
sentezini azalttigini, testosteron sentezinin azalmasina bagli olarak spermatogenezi
bozdugu ve serum testosteron diizeylerini ©nemli oranda diisiirdiigiinii ortaya

koymustur.

Aromataz, basta yag doku olmak lizere testisler, kas, deri, karaciger dokularinda
da bulunmakta ve testosteronu Ostradiole, testosteronun Onciil molekiilii olan
androstenodionu da Ostrona doniistiiren 6nemli bir enzimdir. Yetiskin ratlarda aromataz,
biiyiikk oranda testisin Leydig ve spermatogonyum hiicrelerinde lokalizedir ve diisiik
diizeylerde de olsa testosteronu Ostradiole diistlirerek oOstradioliin testislerin normal
fizyolojik fonksiyonlarma 6nemli katkilar yapmasini saglar. Gerek insanlar ve gerekse
de deney hayvanlar {izerinde yapilan arastirmalar, testislerde aromataz aktivitesinin
azalmasmin Ostradiol sentezinin azalmasina bagli olarak testis fonksiyonlarini
bozdugunu, sperm hareketliligini 6nemli oranda azalttigini, aromataz aktivitesinin
artmasimin ise testosteronun Ostradiole doniisiim hizinin artmasi ile ve/veya
testosteronun onciil molekiilii olan androstenedionun Gstrona doniismesi ile testislerde
ve serumda testosteron diizeylerinin 6nemli derecede diistiigiinii, testis fonksiyonlarinin
bozuldugunu ve spermatogenezin baskilandigin1 gostermektedir. Literatirde AKR
uygulamasinin testislerde aromataz aktivitesine etki/etkileri konusunda yapilmisg

herhangi bir aragtirma bulunmamaktadir.



Bu aragtirmada, gebelik siiresince, laktasyon doneminde ve postnatal 8. haftaya
kadar AKR uygulanmis erkek ratlarda AKR uygulamasiin testislerde aromataz
aktivitesini degistirip degistirmedigi, aromataz aktivitesinde degisiklik meydana
getirmis ise bu degisikligin hangi yonde oldugu tespit edilecek ve AKR uygulamasinin
testislerde meydana getirdigi tlim toksik etkiler histopatolojik, biyokimyasal ve
spermiyogram analizleri yapilarak ortaya konulacaktir. Ayrica gebelik siiresince,
laktasyon doneminde ve postnatal 8. haftaya kadar E vitamini uygulamasinin AKR

kaynakl1 bu toksik etki/etkileri ne derece engelleyebilecegi de arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC 1994) (AKR)’yi 2A Grubu,
insanlar i¢in olasi kanserojen olarak listesine almistir. Bu olay, AKR’nin bilim
diinyasinin giindemine gelmesini saglamis ve konuyla ilgili arastirmalarin yapilmasina
temel teskil etmistir. Ancak, 2002 yilinda Isve¢ Ulusal Gida Idaresi (SNFA) ve
Stockholm Universitesinin ortaklasa yaptiklar1 arastirmada gidalarin kizartilarak ve
firinlanarak hazirlanmasi sirasinda bol miktarda AKR olustugunun tespit edilmistir. Bu
durum AKR ile ilgili arastirmalar i¢in doniim noktasi olmustur.2002’deki bu veri, gida
kaynaklit AKR’nin deney hayvanlar1 ve insanlarda meydana getirecegi muhtemel toksik
etkileri ile ilgili arastirmalarin yogunlagsmasina neden olmustur. AKR, endiistrinin ¢ok
farkli alanlarinda kullanilan bir kimyasaldir. O tarihlerde yapilan arastirmalar, AKR nin
hayvanlarda norotoksisiteye ve karsinojeneze neden oldugunu ortaya koymustur.
Gidalarin 120°C’den yiiksek sicakliklarda islenmesi sirasinda bol miktarda AKR
olugsmaktadir. AKR igeren gidalar1 tiiketen insanlar ve hayvanlar AKR’ye maruz

kalmaktadirlar.

AKR giinliikk hayatta kullanilan ¢ok fakli iiriinlerde, monomerik ve polimerik
(poliakrilamid) olmak {iizere 2 farkli formda bulunabilmektedir. Insanligin var
olusundan beri gidalar, muhafaza ve lezzetlendirilme amaci ile 1sil islemlere tabi
tutulmustur. Ancak giinlimiizde yapilan arastirmalar, 1s1l islemin faydali etkilerinin
yaninda, insan sagligi i¢in zararli olabilen kimyasal maddelerin meydana gelmesinide
saglayabildigini gostermistir (1). AKR, 120°C’den yiiksek sicakliklarda islenen
gidalarda kendiliginden olusmaktadir. Ozellikle patates gibi yogun karbonhidrat igeren
gidalarin  kizartilmast bol miktarda AKR olusturmasi nedeni ile bu tir gidalarin
tiketilmesi insan saglhigi agisindan tehlike olusturabilmektedir. Yiiksek sicakliklarda
hazirlanan gidalarda, Maillard reaksiyonu ile AKR’nin monomerik formu olusmaktadir.
AKR’nin monomerik formu insanlar i¢in yliksek derecede norotoksiktir. Ayn1 zamanda
monomerik AKR, laboratuvar hayvanlarinda karsinojeneze yol agmaktadir. Bu nedenle
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC) ACR’i 1994 yilinda “insanlar igin

muhtemel kanserojen” (Grup 2A) olarak siniflandirmistir.

AKR’nin polimerik formunun toksisitesi monomerik forma gore oldukca
distiktiir. Ancak, AKR’nin polimerik formunun gidalara katilmasida insanlar igin

zararhdir. Tarihte AKR’nin zararli etkileri ilk defa, 1997 yilinda Hallandsas 2 tiinelinin

3



isas1 sirasinda igme sularina AKR karismasiyla ortaya ¢ikmistir. Bu bolgede yasayan
ineklerde genel olarak yiirlime ve ayakta durma problemlerinin, yogun balik 6liimlerinin
ve tiinel is¢ilerinde el ve ayaklarinda yaygin uyusmanin goériilmesi, uzmanlar1 konuyu
arastirmaya yonlendirmistir (2). Yapilan arastirmalar, bu bolgedeki hayvan ve insanlarin
kaninda yiliksek oranda AKR bulundugunu ve yasanan problemlerin nedeninin igme
suyu ile maruz kalmman AKR toksisitesinden kaynaklandigini ortaya koymustur. Bu
olaydan sonra insanlar tizerinde yapilan arastirmalarda, igme suyu ya da mesleki olarak
AKR’ye maruz kalmamis insanlarin da kaninda yiiksek diizeyde AKR’ye rastlanmasi,

arastirmacilart AKR maruziyet kaynaklarini aragtirmaya yonlendirmistir(3).

24 Nisan 2002’de, Isve¢ Ulusal Gida Kurumu ve Stockholm Universitesi
arastirmacilarinin,120°C'nin tizerindeki sicakliklarda hazirlanan gidalarda bol miktarda
AKR olustugunun tespit edilmesi, bu konuda 6nemli bir doniim noktasi olmustur ve
bilim insanlarinin dikkatini AKR toksisitesi iizerine yogunlastirmistir (4). AKR
plasentayr gegerek fetusun intrauterin gelisimi iizerinde malformasyon ve hasarlara,
anne siitine dogrudan gecerek laktasyon siiresince yavrularin postnatal gelisimi

tizerinde gerileme ve toksikasyonlara neden olabilmektedir (5).

Gebe kadinlarin AKR igeren gidalar tiikketmesi ile AKR’ye maruz kalmakta ve
muhtemelen bu AKR maruziyeti fetuslarida etkilemektedir. Gegmisten bu giine kadar
AKR konusunda ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bu arastirmalar, gidalarda AKR
olusum mekanizmasi ve AKR olusumunun azaltilmasi, AKR’nin insan ve hayvanlarda
meydana getirdigi toksikasyonlar konularinda ciddi veriler ortaya koymustur. Bununla
birlikte, AKR’nin insan ve hayvan sagliginda meydana getirdigi hasarlar tam olarak
bilinememektedir (6-9). Ulusal gida giivenligi kurumlari, insanlarin gilinliik olarak
maruz kaldigi AKR miktarlarin1 kg basma 0.3-0.8 pg/giin olarak bildirmislerdir.
Cocuklardaki giinlik AKR alimim miktariin yetiskinlere gore 1.5 kat daha yiiksek
olabilecegi iddia edilmistir (10).

AKR macun, boya, kontak lens iiretiminde, kozmetik, jel elektroforezi, baraj,
tinel ve kanalizasyonlarin yapiminda, su aritma islemlerinde ve diger pek c¢ok
endiistriyel islemlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Insanlar giinliik hayatlarinda bu
kaynaklardan AKR’ye maruz kalmaktadir. Ancak, insanlar tarafindan giinlik yaygin
olarak tiiketilen gidalarda yogun miktarda AKR varligina rastlanmasi, bilim camiasinda

ciddi bir endiseye sebep olmustur. Bu tarihten sonra, gida kaynakli AKR maruziyetinin



insan ve hayvan saghigi iizerine meydana getirecegi muhtemel toksik etkileri ortaya

¢ikartmak i¢in ¢ok sayida arastirma yapilmistir (11-13).

Ayrica AKR, yiiksek sicakliklarda pisirilmis karbonhidrat bakimindan zengin
gidalarda ve tiitiin dumaninda da bulunur. AKR, polimerlerin suda ¢6ziiniirligiinii,
yapigmasint ve c¢apraz baglanmasini artiran bir vinil monomerdir. Arastirmalar,
AKR'nin sinir, tireme, iskelet kassistemi iizerindeki toksik etkiler meydana getirdigi
ortaya koymustur. AKR'nin bu toksisitesi, i¢inde bulunan proteinleri / enzimleri etkisiz
hale getirebilen proteinler iizerindeki siilthidril gruplarina olan afinitesi ile ilgilidir.
Ayrica, AKR'nin kendisi ve ayni zamanda sitokrom P450 sistemince olusturulan AKR
metabolitlerinin de hiicresel toksisitede rol oynadigi goriilmektedir. Yapilan deneysel
arastirmalarda, AKR uygulanan siganlarin testislerinde, seminifer tiibiilleri saran epitel
hiicrelerinde, Leydig hiicrelerinde dejenerasyonu ve nekroz meydana geldigi
gosterilmistir. Ayrica, AKR oosit kalitesini ve sayisini, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)

olusumunu artirarak ve oositte apoptozisi uyararak etkiler.

AKR’nin esas zararl etki/etkilerinin mekanizmasinin, hiicre hasar1 veya 6liimiin
yant sira DNA ve proteinler gibi kritik makro molekiillerde meydana getirdigi oksidatif
stres hasaridir. AKR’ye maruz kalan deney hayvanlarinda iireme sisteminin yapisal ve
fonsiyonel olarak ciddi derecede etkilendigi, testis fonksiyonlarinin bozuldugu, sperm
sayilarinin ve sperm hareketliliginin azaldigi, spermlerde morfolojik yapinin bozuldugu
ve ireme sisteminde meydana gelen bu patolojilere bagh olarak disilerin gebe kalma
oranlarinin, bir batinda dogan yavru sayilarmin ve agirliklarinin 6nemli derecede
bozuldugu rapor edilmistir. Bu veriler AKR‘nin tireme sistemi igin oldukga toksik bir
kimyasal oldugunu gostermektedir. Erkek iireme sisteminin en 6nemli organlari olan
testis, genetik, hormonal ve c¢evresel etkilere karsi oldukga hassastir. Yapilan
arastirmalar, AKR ’nin testis hiicrelerinde meydana getirdigi hiicre iskeleti (sitoskeleton)
hasarnin, Leydig hiicrelerine kolesterol aliminin azalmasina ve buna bagli olarak
testosteron sentezinin ve serum testosteron diizeyinin diismesine neden oldugunu
gostermistir. Ayn1 zamanda, testosteron sentezinin ve serum testosteron diizeylerinin
diismesini takiben testislerde yogun miktarda apoptotik hiicre olusumu, spermatojenik
hiicrelerde pargalanma, Leydig hiicrelerinin canlilifinda azalma ve histopatolojik

degisikliklerin eslik ettigi rapor edilmistir.

AKR’nin gidalarda bulunma diizeyleri ile ilgili mevcut yasal bir limiti

bulunmamakla birlikte Avrupa iilkelerinde yetkili merciler tarafindan gidalardaki AKR
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diizeyleri siirekli ve diizenli olarak kontrol edilmektedir. Saglik kuruluslari, insan
saglig1 icin gilivenli kabul edilebilecek gida kaynakli AKR diizeyleri ile ilgili yogun
calismalar devam etmektedir. Muhtemelen yakin gelecekte, gidalarda bulunan AKR ’nin
insan saglig1 acisindan giivenli kabul edilebilecek limitlerin belirlenmesi konusunda bir
karar ve konsensiise varilacaktir. Diinya saglik otoriteleri iretici firmalardan
tirtinlerindeki AKR miktarmi diistirmeye yonelik tedbirler alinmasini ve yeni {iretim
teknolojiler gelistirmesini istemektedir. 2007-2010 yillarinda Avrupa Gida Giivenligi
Kurumunun gidalardaki AKR diizeyleri ile ilgili olarak yaptigi taramalarda, ¢ok az
sayida gidada AKR diizeylerinin azaldig tespit etmistir. Bazi besin gruplarinda (kahve,
kahve yerine gecen maddeler ve krakerler) ise AKR diizeylerinin arttig1 saptanmistir
(14). EFSA’nin gidalardaki AKR diizeyleri konusunda yaptig1 tarama sonuglari, gida
ireten firmalarin gidalarda AKR olusumunu azaltmaya yonelik aldigi tedbirlerin ve

uyguladiklart teknolojilerin istenen verimlilige ulasmadigini gostermektedir.

Insanlar ve hayvanlar iizerinde yapilan galismalarda AKR nérotoksik genotoksik,
karsinojenik ve {ireme sistemi iizerine toksik etki/etkiler meydana getirdigi

gozlemlenmistir (15).

Bilim insanlar1 AKR’nin Kkarsinojenik etkisinin, bircok gida kaynakli
kanserojenlerden daha diisik oldugunu bildirmisler, ancak AKR’in gidalarda daha
yiiksek diizeylerde bulunuyor ve giinliik olarak siirekli aliniyor olmasi bilim camiasini
kaygilandirmaktadir (11). Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO), AKR’in
insanlarda sinir ve tireme sisteminde toksikasyon meydana getirebilmesi igin, giinliik
maruz kalinan AKR diizeyinin en az 500 katindan fazla miktarda alinmas1 gerektigini
aciklamistir. Bu agiklama, gidalarda bulunan AKR diizeylerinin insanlar i¢in zararsiz
oldugunu gostersede, deney hayvanlar1 {izerinde yapilan c¢alismalarin sonuglar
AKR’nin kiimiilatif bir etki ile toksikasyonlara ve kansere neden olabilecegi endisesine
neden olmustur (16). AKR’in insanlarda kansere neden oldugu ile iligkili heniiz her
hangi bir bilimsel kanit bulunmasa da, IARC, AKR’yi insanlar i¢in muhtemel

kanserojen olarak ilan etmistir (17).

2002 yilindan bu yana gidalarda AKR olusumu ve diizeyleri, bilim insanlar ve
sanayi is birligiyle azaltilmaya calisilmaktadir. Bu amagla gidalarin hazirlanmasinda
AKR olusumunu azaltma stratejileri: (1) AKR olusumuna katilan 6ncii seker ve amino

asit igerikleri diisik ham maddelerin kullanilmasi,(2) tretim teknolojilerinin ve



yontemlerinin yenilenmesi ve (3) iiretim sonrasi gida triinlerine bazi miidahalelerin

yapilmasi olmak tizere 3 temel noktada toplanmaktadir (18,19).

E vitamini, hiicre metabolizmas1 sirasinda olusan serbest oksijen radikallerini
stipiirerek antioksidan etki gdsterir. Oksidadif stresin neden oldugu oksidatif doku ve
hiicre hasarlarin1 engeller. E vitamini antikarsinojen ve ndroprotektiftir. Hiicresel
inflamasyonu ve adezyonlar1 azaltir. E vitamini plasentay1 kolaylikla gecebilmekte ve
yagda kolay ¢oziinen (lipofilik) yapisindan dolay1 kan-beyin bariyerini de gecip fetal
beyin dokusuna ulasabilmektedir. Ozellikle antioksidan kapasitenin diisiik oldugu beyin
dokusu gibi dokular i¢in E vitamini gii¢lii bir hiicre ve doku koruyucusu olan bir

vitamindir.

Vitaminler giinliik olarak az miktarlarda alinmalarina ragmen, viicudun
fizyolojik fonksiyonlari i¢in kesinlikle gerekli olan molekiillerdir. Yagda ¢oziinen bir
vitamin olan E vitaminide hiicrelerin normal fonksiyonlari igin kesinlikle gereklidir ve
viicutta karacigerde depolanmaktadir. E Vitamininin gii¢lii antioksidan etkilerine
ilaveten zararli kolesterol olarak bilinen LDL kolesteroliiniin oksidasyonunu onleyerek
ateroskleroz temelli hastaliklara kargi koruyucu etki gostermektedir. E vitamini
yetersizligi, gelir seviyesi diisiik toplumlarda ve yetersiz beslenen insanlarda sik goriilen
bir durumdur. Vitamin E 6zellikle bagisiklig: sitiimiile eder, sa¢ ve cilt sagligin1 korur.
Ayrica antioksidan etkisinden dolay: ¢esitli kanser tiirlerine karsi antikanserojen etki

gosterir.

E Vitamini, 8 farkli kimyasal yapidaki molekiillerden olusan bir vitamindir.
Tabiatta en yaygm bulunan formu alfa tokoferoldiir. E vitamini Onemli bir
antioksidandir. Yagda ¢oziinme ozelligi ile E vitamini, hiicrelerin yag fazinda
depolanan ve viicudun ozellikle serbest radikallerini detoksifiye ederek hiicrelerin
hasarlanmalarina karst Korur ve ¢esitli kanser tiirlerine karsi antikanserojenik etki
gosterir. Kaslarin yap1 ve fonksiyonlarin devamina, eritrositlerin olusumuna da katki
saglar. Bununla birlikteA ve E vitaminlerinin, demir ve selenyum gibi minerallerin
depolanmasini saglar. Alzheimer gibi beyin hastaliklarinin gelisiminin baskilanmasina,
belirtilerini hafifletilmesine ve olusacak hasarlarin azaltilmasina yardimei olur.
Hiicrelerin yenilenmesini saglar, yaralarin iyilesmesini hizlandirir, cilt kanserine karsi
korur ve yaslanmayi geciktirir. Ozellikle A ve E vitaminleri, selenyum hiicrelerin yag
ve su fazlarinda giiclii antioksidan etki gosteren ve viicudu oksidatif stres

hasarlanmalarina karsi koruyan 6nemli molekiillerdir.



E vitaminin giicli antioksidan ve noroprotektif etki mekanizmasi, serbest
radikaller tarafindan olusturulan oksidadif stres durumunda, hiicre membrani ve
subseliiler organel membranlarindaki doymamis yag asitlerinin  oksidasyon
reaksiyonlarin1 baskilayarak zincir kiran bir etki olusturmasi ve hiicresel yapinin
stabilitesinin saglanmasi esasina dayanir. E vitaminin hiicrelerde proliferasyonu,

inflamasyonu ve adezyonlar1 baskilar.

E vitamini, fosfolipitlerin veya lipoproteinlerin yapisinda bulunan ¢oklu
doymamig yag asitlerinin oksidasyonu ile olusan peroksil radikallerini ¢ok daha stabil
olan lipid hidroperoksitlere doniistiiriir. Boylece E vitamini lipid peroksidasyonunda
zincir kiaricr etki olusturur ve hiicresel yapilari lipid peroksidasyonunun hasarlarindan
korur. E vitaminin lipid peroksidasyon zincirini kirarak gii¢lii antioksidan etkisi ortaya
cikar ve bu etki immun yanitin giiclenerek artmasinida saglar. AKR’in iireme sistemi
tizerindeki toksik etki/etkilerini ortaya koymaya ve E vitamininin bu etki/etkileri
Oonleme ve/veya azaltmadaki potansiyel roliinii degerlendirmeye yonelik ¢ok sayida
deneysel arastirma yapilmistir. AKR’e maruz kalan siganlarin testis dokularinda farkli
toksik etkilerin meydana geldigi rapor edilmistir. Bu toksik etkilerden bazilari,
seminifer tiibiillerde dejenerasyon, testis dokusunda apoptotik hiicre artis1 ve cesitli
derecelerde spermatogonyum dejenerasyonu sayilabilir. Yang ve ark. yaptiklari
aragtirmada AKR’ye maruz kalan si¢anlarda spermatojenik hiicre sayisinda azalma ve
seminifer tiibiillerin epitel hiicrelerinin boyutlarinda azalma meydana geldigini
gozlemlemisler ve AKR’in olas1 toksik etkilerine karsi koruyucu amacgla verilen E
vitamininin, AKR kaynakli oksidatif stresi ve oksidatif doku hasarin1 6nemli derecede

engelleyerek koruyucu etki gosterdigini tespit etmislerdir (20).

Hasanin ve ark. yaptigi calismalarinda AKR'nin albino sican testislerinde
dejeneratif degisikliklere ve spermatogenezin durmasina neden oldugunu tespit etmisler
ve E vitamininin gii¢lii antioksidan ve antipoptotik etkileri nedeni ile testislerde AKR
kaynakli hiicre ve doku hasarini 6nemli derecede engelledigini ortaya koymuslardir

(21).

Bizim bu arastirmamizda; gebelik boyunca, laktasyon siiresince ve postnatal 8.
haftaya kadar AKR’ye maruz kalan erkek yavru ratlarin testislerinde meydana gelen
AKR kaynakli hiicresel ve dokusal hasarlarin, spermatogenezde meydana gelebilecek

olan muhtemel fonksiyon bozukluklarinin, bu hasarlarin/fonksiyon bozukluklarinin



muhtemel makanizmalarinin arastirillmast ve bu muhtemel hasar ve fonksiyon

bozukluklarina kars1 E vitamininin koruyucu etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

2.1. Fetusun Morfolojik Gelisimi

Insanda embriyogenez ve organogenez, sperm hiicresinin yumurta hiicresini
dollenmesi (fertilizasyon) sonrasi meydana gelen zigotun olusmasi ile baslar. Daha
sonra zigot hizla boliiniir ve ¢ok hiicreli bir yap1 kazanir. Zigotun boliinmesi, biiylimesi
ve farklilagmasi devam eder ve blastosite doniisiir. Blastositin endometriyuma
tutunmasi ile embriyo olusur ve embriyogenez baslar. Embriyo, daha sonra organlarin

gelisimi ile fetusa dondisiir (22).

Gebeligin ilk 3 ayinda gergeklesen embriyogenezde, embriyo hizli bir biiyiime
ve olgunlagma gosterir. Doku ve organlarin biiyiimesi ve olgunlagmasi bu asamada
baslar. Gebeligin 3. aymin basindan doguma kadar siiren intrauterin doneme fetal
donem denir. Fetal donemde fetusun bedensel olarak biiylimesi ile birlikte, doku ve

organlarda da biiyiime, farklilasma ve gelisim birlikte devam eder. (23).

Fetal donem 3 evrede gergeklesir. Birinci evre; gebeligin ilk 18-20 haftasinda
gergeklesir. Bu evre, hiicrelerin hizli mitoz bolinmesiyle ¢ogalmasi ve sayica artisi ile
karakterizedir. Ikinci evre, gebeligin yaklasik 20-28 haftalarin1 kapsar. Bu evrede
organlarda hiperplazi ve hipertrofi daha baskin olarak gerceklesir. Ugiincii evre,
gebeligin 28. Haftasindan doguma kadar olan zamani igerir. Bu evrede ise, hiicre
hacimlerinde ve bag doku miktarlarinda artis, kas kitlesinde genisleme s6z konusudur.
Fetus gelisimini etkileyen en 6nemli faktorler, genetik ve ¢evresel etkilerdir. Genetik ve
cevresel etkiler, fetal gelisimin yoniinii belirleyici olabilmektedir. Fetal gelisimin
sagliklh bir sekilde degerlendirilebilmesi i¢in oncelikle gebelik haftasinin dogru olarak
tespit edilmis olmasi gerekmektedir. Gebelik haftasinin tayini, fetusun ultrason verileri,
tepe-oturma noktas1 (CRL) degeri, fetal biyometrik 6lgiimlerin degeri dikkate alinarak
yapilmaktadir (24). Bununla birlikte, fetusun yas tayinindeki en 6nemli veri, fetusun
6l¢iilen boyudur. Fetusun boyu, CRL ya da ayakta durma yiiksekligini veren tepe-topuk
mesafeleri Olciilerek hesaplanir. Bu 6l¢iimler, daha sonra hafta ve lunar ay olarak

verilen fetusun yasi ile karsilastirilir (23).

Fetusun biiyiimesi i¢in gerekli olan enerji, ihtiya¢c duyulan maddelerin anne
kanindan plesenta araciligi ile fetus dokularina ge¢mesi ile saglanir. Fetusun

biliylimesini saglamak {izere enerji iiretimi i¢in baslica glukoz kullanilmakla birlikte,



aminoasitlerde fetusun biiyiimesi i¢in gerekli olan molekiillerdir. Glukozun metabolize
edilmesini saglayan insiilin hormonu fetusun pankreasinda sentez edilerek
salinmaktadir. Insiilin hormonun yani1 sira insan bilyiime hormonu ve bazi kiigiik

polipeptidlerde fetusun biiyiimesinde rol almaktadir (22).
2.2. Akrilamid

2.2.1. Akrilamidin Kimyasal Yapis1 ve Sentezi

AKR 1893 yilinda Alman aragtirmact Christian Moureau tarafindan
kesfedilmistir. AKR Almanya’da 1950°li yillarda agirlikli olarak ticari ve kimyasal
faaliyetler igin kullanilmaya baslanmigtir. AKR tekstil, kagit, kozmetik tiretimi ve igme
sularmin iyilestirilmesi basta olmak tizere ¢ok farkli endiistriyel alanlarda yaygin olarak
kullanim imkani bulmustur. AKR kimyasal olarak sentezlenebilen yiiksek toksisiteye

sahip, doymamus ¢ift bag igeren bir amittir (25).

Yiiksek molekiiler agirlikli ve polimerik o6zellikli poliakrilamid, AKR ve
bisakrilamid birimlerinin polimerizasyonu sonucu olusmaktadir. Poliakrilamid, gesitli
endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir. Bunlarin baslicalar;; matbaacilik alaninda
kagidin saglamliligini artirmada, atik sularin artilmasi isleminin  yogunlagtirma
asamalarinda, deodorant, parfiim gibi cesitli kozmetik malzemelerin hazirlanma
asamalarinda katki maddesi olarak kullanilmasidir. Bunun yami sira AKR, PAGE
elektroforezi ve kromatografi gibi protein, DNA, RNA parcaciklarinin ayirim ve
saflagtirllmas1 yontemlerinde siklikla kullanilmaktadir. Yiiksek sicaklik derecelerine

maruz birakarak hazirlanan besinlerde de AKR spontan olarak olusmaktadir (26).

Yapilan aragtirmalarda, gidalarin hazirlanmasi sirasinda 120 °C’nin tizerindeki
sicakliklara (6zellikle kizartma ve firinlama) maruz birakilan besinlerde, sicaklik
derecesinin ve maruziyet siiresinin artig1 ile dogru orantili bir sekilde AKR olustugu

ortaya konulmustur (27).

AKR, etilen karboksamid, propenoik asit amid, akrilik amid ve vinil amid
olarakta bilinen doymamuis ¢ift bag iceren bir amidtir. Oda sicakliginda kokusuz, tatsiz,
kati halde bulunan AKR; sivi fazda iken beyaz kristal goriiniimliidiir ve yiiksek
derecede hidrofilik bir kimyasaldir. AKR 84.5°C’de ¢6ziiniir ve 125.6°C’de ise kaynar.
AKR’nin molekil kiitlesi 71.08 g/mol diir ve aseton, metanol, etanol gibi polar

¢oziiciilerde de kolaylikla ¢oziiniirken; polar olmayan ¢oziiciilerde ¢oziinmez (28).
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AKR; iire (CO-NHy)2 ve formaldehit (HCHO) veya glioksal (CHO), aldehitler (RCHO),
aminler (R2NH), tiyoller (RSH) gibi kiigik reaktif molekiillerle reaksiyona
girebilmektedir (29). AKR’nin kimyasal yapist Sekil 2.11.’de verilmistir.

Sekil 2.1. AKR’nin kimyasal yapis1

Gidalarin 120 °C’nin {Ustlindeki sicaklilara maruziyeti sirasinda, gidalarin
iceriginde bulunan oOzellikle glukoz, fruktoz ile asparajin arasinda meydana gelen
reaksiyonlar (Maillard reaksiyonu)ile AKR olugmaktadir (30). Maillard reaksiyonu ve
AKR olusumu Sekil 2.2.’de verilmistir.
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Sekil 2.2. Maillard Reaksiyonu ve AKR Olusumu
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AKR olusumunun, asparajin yoluna ek farkli maddeler iizerinden de meydan
gelebilmektedir. Asparajin yolu kadar etkili olmasa da akrilik asit, akroleinden de AKR
olusabilmektedir (29). Farkli molekiillerden AKR olusum yollar1 Sekil 2.3.°te

verilmistir.
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Sekil 2.3. Farkli molekiillerden AKR olusum yollar

2.2.2. Gida Kaynakh Akrilamidin Olusumu

Gida kaynakli AKR olusumunu etkileyen en Onemli faktorler, besinlerin
pisirilme siiresi ve sicaklik derecesidir. Besinlerin pisirilme siiresi ile sicaklik derecesi
arasinda pozitif korelasyon bulunmaktadir. Ayni gidanin farkli formlar1 arasinda ve
farkl1 tarihlerde tiretilmis olanlarinda bile AKR igerigi yoniinden farkliliklar meydan
gelmektedir. Gidalarin pisirilme sekilleride AKR olusumunu etkilemektedir. Yapilan
aragtirmalarda haslanarak pisirilen gidalarda AKR olugsmadigi tespit edilmistir (31).
Biskiivilerin ve muhallebilerin hazirlanmasi esnasinda siit, yag ve sekerin yiiksek
sicaklikta pisirilmesi sonucu maillard reaksiyonu ile AKR olusmaktadir. Bu iirlinlerin
uzun siire tiiketilmesi insan sagligini olumsuz etkilemektedir. Bunun yani1 sira, yiiksek
sicaklikla muamele edilen siitte, siit proteinlerin yapilarinin bozulmasina baglh zararh

molekiiller olusabilir ve insan saglig1 iizerinde olumsuz etkiler meydana gelebilir (32).
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Gidarin hazirlanmasi sirasinda olusan AKR miktari, gidalarin asparajin, glukoz
ve igerigi, ¢esidi, saklama sartlar1 ve mevsimsel degisimlerden nemli oranda

etkilenmektedir.

Bir calismada, gidanin su miktarinin ve pH’sinin AKR olusumunu etkiledigi ve
gidanin igeriginde maillard reaksiyonuna giremeyen asparajin disi1 diger aminoasitlerin

bol miktarda bulunurlugunun AKR olusumunu azalttig1 ortaya konulmustur (32).

Diinya genelindeki resmi kuruluslarin ¢cogu, gidalarin 1s1l islemi sirasinda AKR
olustugunun kanitlanmasi sonrasinda, insan sagligini etkileyebilecek bu durumu dikkate
almistir. Gida kaynakliIAKR olusumunu azaltmaya yonelik ¢ok fakli yontemlerin
gelistirildigi arastirmalar yapilmistir. Arastirma sonuglari, gidalarin liretim agamalarinda
uygulanan iyilestirme Onlemleri ile patates cipslerinin AKR igeriginin % 30-40
oraninda azaltilabilecegini gostermistir. Fakat bu iyilestirici 6nlemlerin patates cipsi
fabrikalar1 tarafindan tam olarak uygulanip uygulanmadigi ve uygulama siklig1r gibi
konular belirsizligini korumaktadir. Yaygin olarak kullanilan kahvaltilik gevrekler ve
kahve i¢in de benzer Onerilerle, olusan AKR miktarinda azaltma saglanabilmesi s6z
konusu olabilir. Yapilan ¢alismalarda, AKR olusum miktarinin azaltilmasina yonelik

cesitli segeneklerin bulundugu ortaya konulmustur (33).

Pisirme oOncesinde gidaya asparajinaz  katarak asparajinin  aspartata
dontistiiriilmesi sonucu AKR olusumunun baskilanmasi en verimli yontemlerden biridir;
¢iinkii AKR olusumunda asparajin temel rol almaktadir. AKR olusumunu azaltmada en
etkili yontemin, gidalarin asparajin igeriginin azaltilmasi olabilecegini diisiindiirmektedir.
Gidalarin hazirlanmasi sirasinda ortama Maillard reaksiyonu igin asparajinle yarisan
aminoasitlerin ilave edilmeside onerilen diger bir yontemdir. Gidalarin islenmesi
sirasinda pisirme sicakliginin azaltilmasi ve/veya pisirme siiresinin kisaltilmasida AKR

olusum miktarinin azaltilmasi i¢in 6nerilen diger yontemlerdir.

2.2.3. Akrilamidin Gidalarda Bulunusu

AKR’nin insanlar iizerinde toksik etkiler meydana getirebilecegi dozlar kesin
olarak bilinmemektedir. AKR’in de yer aldig1 benzer kimyasal maddeler, ¢cok diisiik
konsantrasyonlarda bile bir toksik etki gosterebilmekte ve bu grup kimyasallar icin

kesin olarak zararsiz denmesi miimkiin goriinmemektedir.

120°C’nin tizerindeki sicaklik derecelerine maruz birakilarak pisirilen gidalarda

yogun miktarlarda AKR olustugunun rapor edildigi 2002 yilindan sonra bir¢ok kurulus
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kendi tilkelerindeki gidalarda bulunan AKR diizeylerini ve siir degerlerini belirlemek

icin ¢esitli ¢caligmalar yapmaya baglamistir.

2002 yilindan itibaren her yil periyodik olarak Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi
(U.S. FDA) piyasadan aldigi gida numunelerinin AKR diizeylerinin o6l¢timlerini
yapmaktadir. Amerikan Gida ve ilag Dairesi gidalarm AKR igeriklerini her yilkendi
kamuoyuna duyurmaktadir (34).Amerika’da siklikla tiikketilen bazi besinlerin AKR

igerikleri Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Amerikada siklikla tiiketilen bazi besinlerde tespit edilen AKR miktarlari

AKR diizeyi (ng/kg)

Besin/ Besin iiriinleri Ortalama  Ortanca Alt-iist Ornek sayisi
Patates cipsi 1312 1342 170-2287 38
Patates kizartmasi 537 330 <50-3500 39
Hamur iirtinleri 36 36 <30-42 2
Firinlanmus iiriinler 112 <50 <50-450 19
Biskiivi, kraker, tost 423 147 <30-3200 58
Kahvaltilik tahillar 298 150 <30-1346 29
Misir cipsi 218 167 34-416 7
Siitli ekmek 50 30 <30-162 41
Balik ve deniz iiriinleri 35 35 30-39 4
Kiimes hayvanlari 52 52 39-64 2
Instant malt igecekleri 50 50 <50-70 3
Cikolata tozu 75 75 <50-100 2
Kahve tozu 200 200 170-230 3

TUBITAK-MAM tarafindan yiiriitiilmiis olan bir ¢alismada, 9 ay boyunca
piyasadan rastgele yontemle ev yemekleri, kavrulmus cerezler, ekmek ve firincilik
mamulleri, cipsler, kahve, biskiivi, kraker, cikolata, bebek mamalari, patates
kizartmalari, geleneksel Tiirk tathilari, pekmez, 1zgara, kebap, doner ve kofte gibi gesitli
gidalardan Ornekler alinarak bu gidalarin AKR diizeyleri analiz edilmistir (35).

TUBITAK-MAM tarafindan yapilan ¢alismanin sonuglari Tablo 2.2.’de verilmistir.
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Tablo 2.2. Tirkiyede siklikla tiiketilen bazi besinlerde tespit edilen AKRdiizeyleri

Gida maddesi AKR Diizeyi (ng/kg)
Piring pilavi Olgiilebilir degerin altinda
Tahin helvasi Olgiilebilir degerin altinda
Kebap, doner, 1zgara Olgiilebilir degerin altinda
Cavdar ekmegi Olgiilebilir degerin altinda
Beyaz ekmek (kabukta) 40-160

Kizarmis ekmek (hazir) 200

Hazir gorbalar 40-60

Tulumba tatlis 40-45

Bebe biskiivisi 400-600

Biskiivi 70-130

Kraker 70-200

Kahvaltilik gevrekler 80-350

TUBITAK-MAM tarafindan yapilan bu analiz sonuglari, fast-food iiriinii olarak
dogranip dondurulmus patateste, evde taze patatesin soyularak kizartilmasina oranla ¢ok

daha yiiksek miktarda AKR olustugunu ortaya koymustur.

Bu arastirmada, tulumba tatlisi ve beyaz ekmegin kabugunda da Onemli
denilebilecek diizeyde AKR bulundugu ortaya konulmasma ragmen; ekmegin i¢
kisminda, 1zgara, doner, tahin helvasi, ¢avdar ekmegi, baklava ve pilavda ise AKR
diizeyleri olgiilebilir degerlerin altinda bulunmustur. Cips, kraker, kahvaltilik gevrekler,
biskiivi/bebe biskiivileri, patates ve ekmek kizartmalarinda 6nemli miktarlarda AKR
olustugu tespit edilmistir. Besinlerin haglanarak hazirlanmas1 asamalarinda, gida

kaynaklt AKR olusumunun meydana gelmedigi rapor edilmistir (36).

Elde edilen bu sonuglarin dogrultusunda bilim insanlari, ¢ok yiiksek diizeylerde
AKR igeren gidalarin insan sagligini énemli derecede tehdit eden bir durum olmasini
gdz Oniine alarak, bu gidalarin {iretiminin yasaklanmasi ya da bu gidalarin
ambalajlarinda  “insan sagligma zararlh AKR maddesi igerir” uyar1 yazisinin

bulundurulmasi gerektigi yoniinde ortak karara varmislardir (37).
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2.2.4. Gida Kaynakh Akrilamid Olusumunu Azaltma Yontemleri

Gilinlimiizde, insanlarin cogunlugunun geleneksel yemek kiiltiirii yerine daha ¢ok

kizartilmis ve firinlanmis fast-food tiiri gidalarla beslenmeye yonelmeleri nedeni ile,

gida kaynakli AKR’e maruz kalmamalart hemen hemen miimkiin degildir. Bu nedenle,

AKR iizerinde yapilan arastirmalarin yonii, gidalarda AKR olusumunu azaltmaya

yonelik yontem ve stratejiler gelistirmeye kaymis gibi goriinmektedir. Gidalarda AKR

olusumunu azaltma yontem ve stratejileri gelistirmek amaci ile ¢ok sayida arastirma

yapilmis ve yayimlanmistir (18, 38-55).

Gidalarda AKR olusumunun azaltilmasina yonelik arastirmalarin sonuglarina

gore, AKR olusumunu azaltmaya yonelik yontem ve stratejiler agagida 6zetlenmistir.

Ticari amagla dondurulmus patates iriinlerinden kaginilmasi ve diisiik

nisasta igerikli patateslerin tiikketilmesi,

Patateslerin 1lik/sicak suda ya da oda sicakliginda bir siire bekletildikten

sonra pisirilmesi/kizartilmasi,

Patateslerin kizartilmast oncesi, 1lik/sicak suda ya da oda sicakliginda bir

stire bekletildikten sonra suyunun iyice alinmasi,

Diistik pH’da AKR olusumu % 20-30 oraninda azalmaktadir. Patateslerin %
0.5-1.0 sitrik asit ¢ozeltisinde 20 dakika kadar bekletilmesi,

Patateslerin 8 °C’nin altindaki sicaklikta depolanmasi, patateste indirgen

seker oranin1 onemli derecede azaltir (Bazi kaynaklara gore 6 °C),

Patateslerde altin saris1 rengin elde edilmesi i¢in kullanilan glukoz/dekstroz

¢oOzeltisine daldirma isleminden kaginilmasi,

Gidalarin galetaya bulanarak pisirilmesi olusan AKR diizeyini Onemli

oranda artirmaktadir. Bu islemden vazgegilmesi,

Gidalar1 baslangi¢ kizartma sicakliginin 175 °C olmasina dikkat edilmeli ve

sicaklik kademeli olarak artirmamalidir,

Geleneksel firinlarda pisirme sicakligimin 200 °C’yi, fanli firinlarda 190

°C’yi gegcmemesi,

Gidalarin pisirme siiresi/isisinin  patojenleri Oldiirecek en alt diizeye

ayarlanmasi,
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e Uygulanmasi ve pratikligi ¢ok miimkiin olmasada, patateslerin asparajin

iceriginin azaltilmasi,

®  Arastirma sonuglari tam olarak teyit etmesede, asparajin-glukoz etkilesimini

baskilamak i¢in asparajinaz enziminin kullanilmasi,

¢  Tahil mamiillerine amonyum bikarbonat yerine sodyum hidrojen karbonatin

katilmasi.

® Patateslerin 6nce haslanmasi ve sonra kizartilmasi glukoz ve asparajin

diizeylerini azaltarak AKR olusumunu diistirtir.

2.3. Akrilamidin Toksik Etkileri

Yapilan caligmalar, AKR insan ve hayvan sinir sisteminde norotoksik etkilere
neden oldugu ve belli dozlarin {izerine ¢ikildiginda ise hayvanlarda cesitli kanserlerin
olusumunu indiikledigini ortaya koymustur. Kemirgenler {izerinde yapilan ¢aligmalarin
sonuglari, AKR’nin gida kaynakli diger kanserojen ajanlarla benzer etkilere sahip
oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla beraber gida kaynakli kanserojen ajanlarin
insanlar tlizerinde meydana getirecegi etkiler tamam olarak bilinmemektedir. Diyette
bulunan AKR diizeyinin, gidalarin pisirilmesi sirasinda olusan diger kimyasallara gore
daha yiiksek diizeylerde olmasi nedeni ile AKR’nin kansere yol agabilecegi yoniindeki
stipheleri 6nemli Ol¢iide artmis ve AKR’nin toksik etkileri iizerinde yapilan

arastirmalarin bu noktada yogunlagsmasina neden olmustur (56).

Deney hayvanlar1 lizerinde yapilan c¢alismalarda monomerik yapida olan
AKR’nin sinir sistemindeki noronal hiicrelerde ve reprodiiktif sistemdeki tireme
hiicrelerinde hiicresel hasara yol actig1 ve 6zellikle hormonal duyarlili§i olan dokularda
tiimodr gelisimini  indiikledigi tespit edilmistir. Insanlarda yapilan epidemiyolojik
aragtirmalarda, yiiksek oranda AKR iceren gidalart siirekli ve yogun olarak tiiketen
toplumlarda norotoksik etkilerinin belirgin derecede yaygin olmasia ragmen kanser
riski i¢in boyle bir yayginliktan bahsetmenin su anki bilimsel verilerin 15181inda miimkiin

olmadig1 rapor edilmistir (57).

Gidalarla ve gida disi kaynaklardan viicuda alinan AKR’nin insan sagligi
tizerinde meydan getirdigi baslica etkilerin, toksik ve karsinojenik etkiler oldugu
bildirilmistir (58, 59). Bir konjuge vinil bilesigi olan AKR biyolojik materyallere kars1
reaktiftir ve yapisindaki ¢ift bagdan dolayr amino (-NH2) ve siilthidril (-SH) gruplariyla
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bag kurmaya yatkinlik gostermektedir. Insanlarda viicuda alinan AKR, gastro intestinal
dokularin rediikte glutatyon(GSH) diizeyleri yeterli ise AKR-glutatyon formuna
doniistiiriilerek etkisiz hale getirilmekte ya da Cyp2elSitokrom P450 2E1 enzim sistemi
araciligiyla oksitlenerek ¢ok daha toksik olan glisidamide metabolize edilmektedir (38).
Epoksi halkas1 igeren glisidamid hemoglobin gibi bircok biyomolekiille kolayca
reaksiyona girebilmektedir. Glisidamidin DNA alkilasyonuna neden olmasi dokularda
genotoksik etkilerin meydana gelmesinden sorumlu tutulmaktadir (60,61). AKR’ye
maruz kalan kemirgenlerde tiimor olusumunun gézlenmesi AKR’nin insanlar {izerinde
de kanser yapict etkisinin olabilecegini disiindirmiistir (62). Ayrica, AKR
kimyasalinin insan ve hayvanlarin sinir sistemi ve kemirgenlerin erkek tireme organlari

tizerinde toksik etkilerinin oldugu yapilan ¢alismalarla ispatlanmistir (63).

2.3.1. Akrilamidin Nérotoksik EtKisi

AKR’nin norotoksik etkileri iizerine yapilan arastirmalar, norotoksik etkiler
acisindan AKR’nin hayvanlarda gézlemlenebilir bir yan etki olusturmayan en yiiksek
diizeyinin(NOAEL) ve gozlemlenebilir en diistik yan etki seviyesinin(NOAEL) sirasiyla
0.2-0.5 ve 2 mg/viicut agirhigy/giin oldugunu ortaya koymustur (64).Insanlarin diyetle
aldigt AKR miktarmin (0.001 mg/kg viicut agirligi/giin) ndrotoksisite agisindan giivenli
oldugu disiiniilse dahi bazi uzmanlar bu dozlardaki AKR’ye uzun siireli maruz
kalinmanin olusturabilecegi kiimiilatif etkilerden dolay: tehlikeli olabilecegini ifade
etmislerdir (64).

AKR’nin norotoksik etkileri 6ncelikle mesleki olarak bu kimyasala maruz kalan
calisanlarda goriilmiistiir. AKR iceren derz maddesini uygulayan ingaat is¢ileri el ve
ayaklarindaki karincalanmalardan ve uyugsmalardan sikayet etmeye baslamislardir. Daha
uzun siireli maruziyetler de ise kisilerde asir1 yorgunluk, ataksi ve periferik noropati

meydana gelmistir (63).

AKR kaynakl1 norotoksisitenin altinda yatan mekanizmay1 anlamak igin ¢esitli
arastirmalar yapilmistir. One siiriilen temel hipotezler AKR’nin kinezin isimli motor
proteinlerine baglanarak sinir aksonlari arasindaki hizli sinyal iletimini baskilamasi
veya sistein aminoasitlerinde bulunan stilfidril gruplarina baglanarak sinir uglarindaki

membran flizyonuna engel olmasi seklinde agiklanmustir (65).
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2.3.2. Akrilamidin Kanserojen Etkisi

Siklikla tiikettigimiz gidalarda AKR’ye rastlanmasinin ardindan yapilan
epidemiyolojik caligmalarla AKR’in c¢esitli kanser tiirleriyle olan iligkisi
degerlendirilmistir. Calismalarin bir¢ogunda diyetle alinan AKR ile ¢esitli kanser tiirleri
arasinda istatiksel olarak onemli bir baglanti bulunamamistir. Ancak birkag¢ calismada
diyetsel AKR’ye maruz kalinmasiyla bobrek, rahim ve yumurtalik kanseri riskinin

arttig1 raporlanmustir (66).

Isciler iizerinde yapilan epidemiyolojik calismalarda ise AKR’ye maruz kalan
calisanlarda kansere yakalanma riskinde tutarlt bir artig saptanmamistir. Cesitli yollarla
AKR’ye maruz kalan fare ve si¢anlarin bazi organlarinda timor olusumu meydana
geldigi gozlenmistir. Bir ¢alismada AKR eklenen suyu tiikketen sicanlarda testis
mezotelyomasinin, tiroid, beyin ve meme bezi tiimorlerinin olustugu tespit edilmistir.
Hayvanlarda AKR kaynakli kanser olusum mekanizmasinin ne oldugu konusu
belirsizligini koruyor olsa da, in vitro ve in vivo ¢alismalar sonucunda genotoksik

mekanizmanin ve hormonal degisikliklerin bu durumu tetikledigi diisiiniilmektedir (67).

2.3.3. Akrilamidin Genotoksik Etkisi

Deney hayvanlarinda yapilan calismalarda, fakli dokularda AKR kaynakli
karsinojenezin goriilmesinden sonra, AKR’nin karsinojenik etki mekanizmalarini
arastirmak ¢ok onemli bir konu haline gelmistir. In vitro ve in vivo ¢aligmalar, AKR ve
metaboliti olan glisidamidin somatik ve iireme hiicreleri iizerinde genotoksik etkiler
meydana getirebildigini gostermistir (68). Reaktif bilesikler olan glisidamid ve AKR,
DNA ya da diger biyolojik molekiillerle hizli bir sekilde reaksiyona girebilmektedir.
AKR’nin kardes kromatitler aras1 degisimleri, mikronukleus olusumlarini ve yapisal
kromozomal sapmalarini indiikleyerek kromozom yapisinda degisiklige neden
olabildigi tespit edilmistir. Ote yandan, AKR’nin genotoksik mekanizmas: tam olarak
net degildir ¢iinkii bu madde proteinlere baglanmak ya da hormonal dengeyi bozmak

gibi direkt olmayan genotoksik etki mekanizmalarina da sahiptir (69).

2.3.4. Akrilamidin Ureme Sistemi Uzerindeki Toksik Etkileri

Ureme toksisitesiyle ilgili bir calismada, 7 mg/kg/giin dozda AKR agiz yoluyla
erkek ve disi ratlara verilmis ve arastirmanin sonunda sperm sayilarinin azaldigi, testis

morfolojisinde degislikler meydana geldigi tespitedilmistir. Disi ratlarda ise, tireme
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sistemi tizerinde olumsuz bir etki gézlenmemistir. Gelisimsel etkiler agisindan, yiliksek
dozlarda alinan AKR’nin kemirgenlerde fetotoksik etkiler olusturdugu goriilmiistiir.
Ureme ve gelismede olumsuz etkiye sebep olmayan doz (NOAEL) ise 2mg/kg/giin
olarak belirlenmistir (69).

AKR’nin iireme sisteminde meydana getirdigi baska toksik etkileride
bulunmaktadir. Farede sperm sayisinda azalmaya ve anormal sperm morfolojisinde
artisa neden olmakta (70), vakuollesme ve yuvarlak spermatidlerin sismesi gibi
bozukluklara yol agmaktadir (71). Spesifik germ hiicresi evrelerinde DNA hasarina yol
agmaktadir (72). AKR’nin verilen siganlarda testosteron konsantrasyonu ve Leydig
hiicre sayis1 diismektedir (73). Sperm bozukluklarina yol agtig1 ve testikiiler hiicreleri
apoptosise gotilirdiigii gézlemlenmistir. Seminifer tiibiillerde ¢ok sayida ¢ekirdekli dev
hiicreler ve vakuollesme goriilmektedir. AKR verilen erkek farelerde ciftlesmede,
verimlilikte ve hatta spermlerin uterus igerisine transportunda ciddi azalmalar
olmaktadir (74). Ayrica, Gassner ve Adler 1996’da AKR’nin spermatositte hiicre
dongiistiniin gecikmesine yol agtigini bildirdiler (75). AKR’nin farelerin ve siganlarin
spermatidlerinde mutasyonlara neden oldugu rapor edilmistir. Bundan dolayi, AKR’nin
memeli tireme hiicresi i¢in mutajen oldugu disiiniilmektedir (75-77). AKR birgok
calismada testis agirliginda ve hayvanin viicut agirliginda azalmaya neden olmustur (78,
79). Bazilarinda sadece hayvanin tiim agirhiginda azalma varken rolatif testis agirliginda

bir degisiklik yapmamistir (78, 80).

2.3.5.Akrilamidin Fetus Gelisimi Uzerindeki Toksik Etkileri

Son yapilan aragtirmalarda, AKR’nin fetusta yol ag¢tigi hasarlari; mofolojik,
biyokimyasal ve histolojik olarak incelenmis ve AKR’nin doza bagimli olarak
uygulanmasinin fetusta ciddi morfolojik, biyokimyasal ve histolojik anormalliklere yol

actigini ortaya konulmustur (81-83).

Allam ve ark. gebe ratlara gebeligin 7. giinlinden doguma kadar ve postpartum
laktasyon stiresi boyunca oral yolla giinlik 10 mg/kg viicud agirligt dozunda AKR
uygulayarak yaptiklar1 arastirmada, AKR’nin yavru ratlarda meydana getirdigi
morfolojik ve biyokimyasal degisiklikleri incelemislerdir. Bu arastirmada AKR’nin,
fetal beyin dokusunda granuler tabaka proliferasyonunda ve noronal hiicresel
farklilasmada baskilanmaya, Purkinje hiicrelerinde dejenerasyon ve kayiplara neden

oldugu gozlemlenmistir. Ayni1 zamanda, prenatal ve perinatal donemde AKR
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maruziyetinin oksidatif strese yol acarak biyokimyasal antioksidan mekanizmalarda
bozulmalara ve ratlarin beyin gelisiminde énemli 6l¢iide baskilanmaya neden oldugunu

vurgulanmustir (81).

El-Sayyad ve ark. yaptigi arastirmada, gebe farelere gebelik sirasinda 25
mg/kg/glin dozda AKR oral yolla ve bir grubu % 33’i kizartilmis patates cipsinden
olusan AKR’den zengin yemle besleyerek ve diger bir grubada igme suyu ile 25 pg/kg
dozda AKR uygulayarak vyiiriittiigi calismada, gebeligin 14., 16. ve 17. giin ve
postpartum fetuslar morfolojik ve histopatolojik agidan degerlendirilmistir. AKR ve
kizartilmig patates cipsi uygulamasinin fetal viicud agirliginda ve boyutunda, tepe-
oturma mesafesinde azalmalara (intrauterin gelisme geriligine), kemiklerin gelisiminde
gerilige, spontan abortlara ve 6lii dogumlara yol actig1 tespit edilmistir. Hem prenatal
hem de postnatal kizartilmis patates cipsi uygulanan grupta longitudinal viicud
kemiklerinin olusmadigini ancak i¢gme suyu ile AKR uygulanan grupta bdyle bir etkinin
gozlemlenmedigini bildirmigler. Bu ¢aligmanin sonuglari, gebelik doneminde patates
kizartmasindan zengin diyetle beslenilmesinin gelismekte olan fetusun sagligini énemli

olglide olumsuz etkileyebilecegini gostermistir (82).

Ogawa ve ark. ratlara gebeligin 10. giiniinden 21. giline kadar 0, 4, 20 ve 100
ppm dozlarda AKR’yi igme suyu ile uyguladiklar1 ¢alismada, annenin farkli dozlarda
AKR maruziyetinin fetuslar tizerindeki etkilerini incelemislerdir. 20 ve 100 ppm AKR
uygulanan gruplarda yeni dogan ratlarin beyin dokusunun hipokampal bolge
noronlarinda dejenerasyon, hiicre kaybi gibi olumsuz etkilerin meydana geldigini ve
olusan norotoksisite ve gelisim bozuklugu ile maruz kalinan AKR’nin dozuna bagiml

olarak pozitif korelasyon gosterdigi rapor edilmistir(83).

2.4. E Vitamini

1922 yilinda Evans ve Bishop ratlar1 eksimis yag katilmis yemle besledikleri bir
calismada, ratlarda fetal reabsorbsiyon gozlemlemis ve bu olumsuz etkinin sebzelerde
bulunan bir madde tarafindan onlenebildigini tespit etmisler. Sebzelerde bulunan bu
bilinmeyen madde 1924 yilinda Sure tarafindan E vitamini olarak adlandirilmistir.
Evans ve Bishop ratlara bu bilesigi diyetsel olarak uyguladiginda ratlarin tireme
performanslarinda belirgin 6lgiide artis meydana gelmesi sebebi ile bu bilesigi (tokos =
dogurmak, phero = tasimak ve bilesigin bir alkol olmasi nedeniyle ‘ol’) ‘tokoferol’

olarak isimlendirmistir(84). Bu bilesikle ilgili yapilan sonraki arastirmalarda iki grup
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daha bulunmus, bunlara gama ve delta tokoferol adi verilmistir (85). 1937 ve 1938
yillarinda alfa tokoferoliin yapis1 Erhand Fernholz tarafindan kesfedildigi;a-tokoferolun
kimyasal olarak sentezlemesinin ise 1938’de Karrer ve ark. tarafindan basarildigi
bildirilmistir (86). E vitaminin biyolojik aktif sekline tokoferol denir. Dogal E vitamini
olan D-a-tokoferoliin molekiil agirhigi 430.69 g/mol, kaba formiilii ise CaoHs0O2dir.
Dogal olan 8 tokoferol tiirii bulunmakta olup, bunlardan en aktif olan1 a-tokoferoldiir.
Plazmadaki E vitamininin %80-90 kismini a-tokoferol olusturur ve dokudaki esas E
vitamini sekli budur. Bunun nedeni vy-tokoferoliin karacigerde hizlica yikima
ugramasidir. Bu sebeple arastirmalar a-tokoferol iizerinde yogunlagsmistir. a-tokoferol
diyette bulunan temel E vitamini faktoriidiir. a-tokoferol kanda y-tokoferolden 4-10 kat

fazladir.

Tokoferoller lipitlerde ve organik c¢oziiciilerin ¢ogunda kolaylikla ¢dziinebilen,
suda ¢oziinmeyen, yapiskan kivamli ve agik sar1 renkte goriiniime sahiptir. E vitamini
1stya, alkalilere, asitlere ve goriiniir 1518a karsi dayanikli olmasina ragmen ultraviyole
1sikta kolaylikla bozulmaktadir (85). E vitamini aktivitesine sahip bilesiklerin 6-hidroksi
kromanaromatik halkas1 iceren tokol veya tokotrienol nukleuslar1 vardir. Tokol ve
tokotrienolun birbirinden ayirimimi saglayan yapi 13 karbonlu yan zincirindeki ¢ift
baglarin varligidir. Kroman halkasindaki metil gruplarinin pozisyon ve sayisimin farkl

olmast tokoferollerin birbirinden ayrimini saglar (84-88).

2.4.1. E Vitamininin Kimyasal Yapisi

Agiz yoluyla alinan tokoferol gastrointestinal sistemden genelde iyi absorbe
edilir. Yagda ¢oziinen vitaminler grubunda yer alan E vitaminin absorbsiyonu safra
tuzlar1 ve lipitlerin varliginda kolaylagir. Oral yoldan alinan tokoferoller, intestinal
sistemde ince bagirsakta safra ile emiilsifiye edildikten sonra reabsorbe edilir. Oral
alimdan sonraki ilk birkag¢ saat absorbsiyon maksimum diizeydedir (88).Ortamda
bozulmus yaglarin bulunmasi durumunda E vitamini okside olur, mineral yaglarin

bulunmasit durumunda ise E vitaminin absorbsiyonu inhibisyona ugrar (85).

Plazmada E vitamininin tagmmas: B-lipoproteinlere baglanarak gerceklesir.
Tokoferolun safra ile atilim orani ¢ok diisiik diizeydedir. Oral yoldan yiiksek dozda
tokoferol verildikten sonra insan idrarinda; [(2-3-hidroksi-3-metil -5-karboksi pentil) -
3,5,6-trimetil hidrokinon ve tokoferoliin gamma laktonu] tespit edilmistir (89). E

vitamini cinsiyet ve yasa gore degisen oranlarda karaciger ve yag dokularinda depo

22



edilmektedir (90). Disi hayvanlarin dokularinda tespit edilen E vitamini diizeyi erkek
hayvanlara kiyasla daha yiiksektir. E vitamini hipofiz bezi, adrenal bezlerde, uterusta ve
plasentada da yiiksek diizeyde depo edilmektedir (90). Tokoferol hiicre iginde ise
mitokondri, mikrozom ve lizozomlarda yogun olarak bulunmaktadir (85).E vitamininin

kimyasal yapist Sekil 2.4.’te verilmistir.

CH,

HO

fsC © cH

CH

(CH2)3—(|3H(CH2)3—(|3H(CH2)3—(|3H—CH3

3 CH CH CH

3 3 3

Sekil 2.4. E vitamininin kimyasal yapis1

2.4.2. E Vitamininin Antioksidan Etki Mekanizmasi

Tokoferoller kolayca oksitlenebilmektedir ve oksitlenmeye en duyarli olani a-
tokoferoldur. E vitamininin antioksidan aktivitesi, yapisinda yer alan a-tokoferolden
kaynaklanir. a-tokoferol serbet radikaller ile reaksiyona girerek oksidasyona duyarli
molekiillerin oksidasyondan korunmasini ya da oksidasyonun azaltilmasini saglayarak
antioksidan aktivite gosterir (85). Hiicresel hasarin olusumunda Onemli etkenlerin

basinda hiicresel antioksidan diizeylerinin azalmasi sonucu olusan oksidatif strestir (91).

Antioksidan maddeler genel olarak; olusan serbest radikalleri siipiiriicii ve
giderici etkileri ile baglayarak veya kararli hale getirerek (85), zincir kirici etki ile
serbest radikal olusumuna yol acan kimyasal reaksiyonlart inhibe ederek (92), supresif
etki ile reaksiyon hizimi azaltarak (93), onarici etki ile lipid, protein ve DNA gibi
yapilarda olusan hasar1 rejenere ederek (94), hiicresel kinaz kayiplarini Onleyip
oksidasyon reaksiyonlarini  durdurarak, organizmadaki SOD gibi enzimatik

antioksidanlarin sentezini indiikleyerek etkilerini gosterirler (95).

E vitamini serbest radikallerin bulundugu biyolojik ortamlarda; serbest
radikalleri stipiiriicii etkileri ve membran fosfolipitlerindeki ¢oklu doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonunu erken donemde baskilayarak oksidatif strese karsi ilk
savunma hattin1 olusturmaktadir. Ayrica E vitamininin lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonunu sonlandirarak ve singlet oksijen, siiperoksit ve hidroksil radikallerini
indirgeyerek antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir (93). E vitamininin, lipid

peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonlandirarak antioksidan etki gosterdigi
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bilinmektedir ancak son yapilan ¢aligmalar E vitamininin; radikal siipiirme, baskilama,
onarma ve endojen savunmayi artirma mekanizmalarinin hepsini kullanabilen son

derece giiclii antioksidan oldugunu ortaya koymustur (95).

2.4.3. E Vitamininin Néroprotektif Etkisi

Ozellikle beyin dokusunun antioksidan kapasitesinin diisiik olmas1 nedeni ile
beyin dokusu oksidatif strese karsi oldukca hassastir ve E vitamini gibi giiclii
antioksidanlarin koruyucu etkisine gereksinim duyar (96). Oldukga yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip olan E vitamini yagda ¢oziinme oOzelliginden dolay1r kan—beyin
bariyerini rahatlikla gegerek santral sinir sisteminde giiglii noroprotektif etki gosterir(97,
98). E vitamini plasentayr da rahatlikla gegip fetal dokularda antioksidan etki
gostermektedir. Intrauterin dénemde plasentayr kolaylikla gecen E vitamininin c¢ok

biiytik kismi fetal beyin dokusu tarafindan alinir (99).

Rota ve ark. E vitamininden yoksun diyetle beslenen ratlarin hipokampal
noronlarinda gen transkripsiyonunun, ndrotransmisyon, beta amiloid metabolizmasinin,
apopitosiz ve hormon metabolizmasinin énemli 6l¢iide bozuldugunu rapor etmisgledir.
Deney hayvanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, diisiik E vitamini seviyelerinin; glial
hiicre fonksiyonlarini, nérogenezi, miyelinizasyonu ve sinaptogenezi bozdugu tespit

edilmistir (100).

Betti ve ark. Deneysel epilepsi modelinde ratlara E vitamininden zengin bir diyet
uygulayarak yaptiklari ¢alismada, ratlarin beyin dokusunda oksidatif stresin ve ndronal

hiicre hasar1 ve kayiplarinin olduk¢a azaldigini rapor etmislerdir (101).

Galal ve ark. deltamethrin indiiklii norotoksisite olusturulan ratlara E vitamini
uygulanmasinin, beyin dokusunun antioksidan kapasitesini artirdigin1 ve antiapoptotik

etki meydana getirdigini tespit etmislerdir (102).

Kosta ve ark. fosfamidon indiiklii norotoksisite olusturulan ratlara E vitamini
verilmesinin, beyin dokusunda oksidatif stresi azalttigini, 6§renme ve hafiza lizerinde
olumlu yonde etki gosterdigini tespit etmisler ve E vitamininin 6nemli bir ndroprotektan

oldugu yoniinde goriis bildirmislerdir (103).

2.4.4. E Vitamini Iceren Gidalar

Basta tahillar olmak iizere 1spanak, kabak, lahana, marul gibi yesil sebzelerde,

zeytinyagi, balik yagi, findik, ceviz, ton baligi, sardalye, yumurta sarisi, domates ve
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patateste bol miktarda E vitamini bulunur. Ozelikle bir avug findik giinliik E vitamini
ihtiyacinin biiylik kismini karsilayabilecek oranda E vitamini igermektedir. Giinliik E
vitamini ihtiyact: bebeklerde 5-6 mg, 4-11 yas arasindaki ¢ocuklarda 7 mg ve 12
yasindan biiyiiklerde ise 8-10 mg kadardir (104).Cesitli gidalarin E vitamini igerigi

Tablo 2.3.’te verilmistir.

Tablo 2.3. Cesitli gidalarin E vitamini igerigi (105).

Gidalar a-tokoferol miktar:
(mg/ 100 gr gida)

Sebzeler 90
Siv1 yaglar 50
Tahillar 45
Margarin 10.2
Fasulye 9
Koyun ve sigir eti 1.7
Tereyagi 1.6
Tavuk Eti 1.6
Yumurta 10.7
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Arastirmada Kullamlan Materyaller

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Arastirmamizin analiz asamalarinda Sigma, Merck, J.T. Baker, Akros

firmalarindan temin edilen analitik safliktaki kimyasal malzemeler kullanilmistir.

3.1.2. Cihazlar

Arastirmamizin analiz asamalarinda tip fakiiltesi biyokimya A.D. arastirma
laboratuvarinda bulunan homojenizator, vorteks, manyetik karistirici, santrifiijler,
otomotik pipetler, hassas terazi, mikropleyt yikayici ve okuyucu, pH metre, su banyosu,
-70 °C derin dondurucu, buz makinasi, SDS-PAGE elektroforez ve western-blot

sistemleri gibi cihazlar kullanilmistir.

3.1.3. Ratlarin Temini

Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun 2019/A-33
nolu karart ile onaylanan arastirmamiz igin gerekli olan 40 adet 200-250 gr agirliginda
12 haftalik eriskin gebe Spraque Dawley disi ratlar, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezinden (INUTF-DEHUM) temin

edilmistir.
3.2. Metotlar

3.2.1.Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Ratlarin Bakimi

Arastirmaya dahil edilen disi ratlar, 2 disiye bir erkek olacak sekilde aksam saat
17°de tekli kafeslere alindi. Ertesi giin sabah saat 08’e¢ kadar ayni kafeste tutulan
ratlardan bu siirenin bitiminde erkek olan ratlar kafeslerden uzaklastirildi. Erkek ratlarla
ayn1 kafeste belli siire birakilan disi ratlardan vajinal smear alindi. Vajinal smear icin
puara sabitlenmis pipete 0,5 mL serum fizyolojik ¢ekilip rata karni {istte basi asagida
olacak sekilde pozisyonda vajinal yolla serum fizyolojik verilerek pipetin ucu vajinaya
yerlestirilerek puar iki ii¢ kez yavascga sikilarak vajinal sekresyon ve hiicrelerin pipete

alinmasi saglandi. Pipetteki sividan birka¢ damla lam tizerine damlatilip boyanmadan
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151tk mikroskobunda incelendi. Vajinal Smearinda sperm tespit edilen disiler yarim
giinlik gebe olarak kabul edildi. Gebelikleri smear ile dogrulananmayan disiler
arastirmaya dahil edilmedi. Gebe ratlar, INUTF-DEHUM’de, 20 giin (gebelik dénemi)
siireyle 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamin saglandig1 ve aspiratorlerle siirekli
havalandirilan 21+ 2°C’lik odalarda tutuldular. Deney siiresi boyunca ad libitum
beslendiler. Her bir gruptaki gebe ratlar normal vajinal yolla fetuslarint dogurdu ve
dogan bu yavrular 21. giine kadar beslenmeleri i¢in annelerinin yaninda birakildi.
Postnatal laktasyon siiresi bitiminde (3. haftanin sonu)erkek (E) / disi (D) cinsiyet
ayrimi yapilarak ayr1 ayr1 kafeslere alindi ve postanal 8. haftaya kadar adlibitum

beslendiler.

Arastirmaya dahil edilen gebe ratlar ve erkek yavrulari rastgele segilerek

asagidaki sekilde gruplara ayrildilar.

Grup 1 (Kontrol grubu): Bu gruptaki 8 gebe rat gebelik ve laktasyon siiresince
normal yem ve su ile ad libitum olarak beslendi. Gebe ratlarin normal dogum sonrasi
yavrular1 laktasyon siiresi bitiminde(postnatal 21. giin) erkek/disi olmak {izere cinsiyet
ayrimu yapilarak 8 adet erkek yavru rat, her birkafeste 4 adet rat olacak sekilde 2 ayri
kafese alindi1 ve arastirma siiresince normal yem ve su ile ad libitum olarak beslenmeye

devam edildi.

Grup 2 (Igme suyu ile AKR uygulanan grup): Bu gruptaki 12 adet gebe rata
gebeligin 0-20.giinlerinde 100 ppm konsantrasyonda igme suyu ile AKR uygulandi.
Gebe ratlara normal dogum sonrasi laktasyon siiresince igme suyunda 100 ppm
konsantrasyonda AKR uygulanmaya devam edildi. Laktasyon siiresi bitiminde
(postnatal 21. giin) erkek/disi olmak iizere cinsiyet ayrimi yapilarak 8 adet erkek yavru
rat her bir kafeste 4 adet rat olacak sekilde 2 ayr1 kafese alindi ve postnatal 8. haftaya

kadar icme suyunda 100 ppm AKR verilmeye devam edildi.

Grup 3 (Igme suyu ile E vitamini uygulanan grup): Bu gruptaki 8 adet gebe ratin
gebeligin 0-20. giinlerinde 500mg E vitamini/kg su i¢inde E vitamini almasi saglandi.
Gebe ratlara normal dogum sonrasi laktasyon siiresince 500 mg E vitamini/kg su i¢inde
E Vitamini uygulanmaya devam edildi. Yavrular laktasyon siiresi bitiminde (postnatal
21. giin) erkek/disi olmak {izere cinsiyet ayrimi yapilarak 8 adet yavru rat her bir kafeste
4 adet rat olacak sekilde 2 ayr1 kafese alind1 ve postnatal 8. haftaya kadar 500 mg /kg E

vitamini igme Suyu ile uygulanmaya devam edildi.
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Grup 4 (Igme suyu ile AKR+ Igme suyu ile E vitamini uygulanan grup): Bu
gruptaki 12 adet gebe rat, gebeligin 0-20. giinlerinde 100 ppm konsantrasyonda AKR ve
500 mg /kg E vitamini igme suyu ile uygulandi. Gebe ratlara normal dogum sonrasi
laktasyon siiresince 100 ppm/kg konsantrasyonda AKR ve 500 mg /kg E vitamini i¢gme
suyu ile uygulanmaya devam edildi. Laktasyon siiresi bitiminde (postnatal 21. giin)
erkek/disi olmak {izere cinsiyet ayrimi yapilarak 8 adet erkek yavru rat her bir kafeste 4
adet rat olacak sekilde 2 ayr1 kafese alindi ve postnatal 8. haftaya kadar 100ppm/kg
AKR ve 500 mg /kg E vitamini igme suyuile verilmeye devam edildi.

3.2.2. Akrilamidve E Vitamini Uygulama Y 6ntemi

Gebelik ve laktasyon siiresince annelere ve laktasyondan dogum sonrasi 8.
haftanin sonuna kadar yavrulara giinde 100 ppm/ kg canli agirlik konsantrasyond
aolacak sekilde AKR (Acrylamide; Sigma A8887) ve giinde 500 mg/ kg canli agirlik
konsantrasyond aolacak sekilde E vitamini (a-Tocopherol Acetate; Sigma T3376)
igmesuyu icerisinde ¢oziilerek uygulandi (83, 106). Once E vitamini daha sonrada AKR
distile suda ¢oziildii ve AKR+E vitamini ¢dzeltisi hazirlandi. Bu iki maddenin ¢ozelti
icinde birbiriyle etkilesime ugraylp ugramadigi, ¢ozeltide meydana gelebilecek
bulaniklik, ¢okelti, renk degisimi gibi faktorler gozlemelenerek kontrol edilmistir. 24
saat slireyle aralikli olarak yapilan kontrollerde c¢ozeltide herhangi bir degisiklik

meydan gelmemistir.

3.2.3. Numunelerin Alinmasi, Tartilmasi ve Analizlere Hazirhk Islemleri

Postnatal 8. haftanin bitiminde erkek yavru ratlara yiiksek dozda ksilazin-
ketamin (15 mg ksilazin - 120 mg ketamin) enjeksiyonu sonrasi laparatomi yapildi, kalp
iginden kan numuneleri alindi ve serumlari elde edildi. Daha sonra, tiim yavru ratlar
dekapite edilerek tireme sistemi dokulari (testis, epididimis, seminal veziikiil ve prostat)
ve karaciger dokular1 diseke edildi. Tim gruplardaki ratlardan alinan iireme sistemi
dokularimin agirliklar tartildi. Daha sonra testis ve karacigerden ornekler alindi, fazlalik
kanin uzaklastilmasi i¢in serum fizyolojikle yikandi ve kurulandi. RT-PCR analizleri
icin, aseptik sartlara dikkat ederek testis ve karacigerden numuneler alindi ve RNA
saklama cozeltisinde muhafaza edildi. Elde edilen serum, testis ve karaciger doku

ornekleri, analizleri daha sonra yapilmak {izere -70 °C’de saklandi.

Kontaminasyondan korunarak alinan testis dokusunun bir kismi RNA

denaturasyon ¢ozeltisine konuldu ve PCR ¢alismasi i¢in saklandi.
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3.2.4. Spermiyogram Analizi Yontemi

Epididimal sperm konsantrasyonu, Ciftci ve Ark. (107) tarafindan tarif edilen
modifiye bir yontem kullanilarak hemasitometre ile tayin edildi. Sperm motilitesi (%)
ise Ciftci ve ark. (108) tarafindan agiklandigi gibi 1sitma tablali bir 151k mikroskobu
kullanilarak degerlendirildi.

3.2.5. Testis ve Karaciger Aromataz Geninin mRNA Diizeylerinin RT-PCR

ile Analizi

Testis ve karaciger dokularindan RNA saflastirilmasi: Testis ve karaciger
numunelerinden total RNA saflastirilmasi islemi i¢in. Doku numuneleri RNA saklama
¢ozeltisine alinarak muhafaza edildi. Dokulardan total RNA saflastirilmasinda QIAGEN
firmasinda temin edlen “RNeasy Mini Kit” (Lot no: 136261038 ve cat no: 74104)
saflastirma kiti kullanildi. Total RNA saflastirilmasinin her agamasi, ilgili firmanin test
protokiiliine uyularak gerceklestirildi. Testis ve karaciger dokularindan saflastirilan total
RNA’larin safligt ve yikimlanmanin olup olmadigi, RNA numunelerin inagaroz

elektroforezinde yiiriitiilmesi ile kontrol edilmistir.

Ayrica testis ve karaciger dokularindan saflagtirilan total RNA’larin saflik ve
miktar tayinleri spektrofotometrik olarak kontrol edildi. Spektrofotometrik analiz
sonuglar1 ile, oOrneklerin saf RNA igerdigi ortaya konuldu. Orneklerin RNA
miktarlarinin tayini igin, ‘“Biotek” marka mikropley okuyucuda,“Gen5” programi
kullanilarak 6rneklerin 260 ve 280 nm’de absorbanslar1 oOlgiildii ve absorbanslarin
260/280 oranlar1 hesaplandi. RNA miktarlari ng/uL olarak ifade edildi. Orneklerin
260/280 orani yaklasik 2 olanlar1 cDNA sentezinde kullanildi.

cDNA sentez protokolii: Ratlarin testis ve karaciger doku numunelerinden
saflagtirilan total RNA’lardan aromataz ve [-Aktin cDNA’larinin sentezinde, Roche
firmasindan temin edilen “Transcriptor First strand cDNA Synthesis” analiz kiti (Ref
No: 04 896 866 001)” kullanildi. ¢cDNA sentez ortamina ilave edilen RNA,
deoksitriniikleotid, primerler, RNAaz inhibitorii, rivors transkriptaz miktarlarinin se¢imi
ve cDNA sentezinin her asamasmin sartlari, ilgili firmanin direktiflerine uyularak
gerceklestirilmistir. Sentezlenen aromataz ve B-Aktin cDNA’lart ¢ogaltilma isleminde

kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edildi.

cDNA’larin ¢ogaltilma protokolii: Aromataz ve [-Aktin  c¢DNA’larinin
cogaltilmasi islemi, Roche Light Cycler 96 RT-PCR cihazinda, Roche ve Tib Molbiol
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firmalarindan temin edilen “Fast Start Essential DNA Probes Master kit (Ref No: 06
402 682 001)”, aromatase (Cypl9alF TIB Reference No: 021112818, Product
Description No: 2111358) ve pB-Actin (Config N0:100129896, Assayld: 500153,
LOT:0000052091) genlerine spesifik hidroliz problu primerler kullanilarak yapildi. RT-
PCR isleminin her asamasi ilgili firmalarin direktiflerine uyularak gergeklestirildi.
Aromataz ve B-Aktin genlerine spesifik hidroliz problu primerlerinin dizilimleriTablo

2.3’de verilmistir.

Tablo 3.1. Aromataz ve B-AktinPrimerlerinin Dizilimleri

Gen Primer dizisi (Forward ve Reverse) Ref. Seq.
Number
. F: 5 CTGGCTCCTAGCACCATGA 3°
FAKIN . S TAGAGCCACCAATCCACACA 3 NM_031144
Aromataz F:5’AACTACTACAATAAgATgTATggAgAgTTC3 NIM_017085

R: 5> ATTCTCgTgCATgCCAATg 3’

Gruplardan elde edilen testis ve karaciger doku oOrneklerinden saflastirilan
RNA’lardan sentezlenen cDNA’lar, B-Aktin ve Aromataz genlerine spesifik primerler
kullanilarak RT-PCR ile ¢ogaltildi. Aromataz genin ifade edilme diizeylerip—aktin

genine oranlanarak hesaplandi.

3.2.6. Testis ve Karaciger Aromataz Proteini Diizeylerinin Western-Blot

Yontemi ile Analizi

Deney gruplarina ait testis dokulart 1 mM PMSF ve proteaz inhibitor koktaili
iceren RIPA tamponda lizeedildi. Western-blot ile analiz edilecek olan her gruptan
ornekler esit miktarda (~30 pg) protein, SDS-PAGE jelinde kuyucuklara yiiklendi ve
elektriksel glic uygulanarak molekiil agirliklarina gore ayrilmasi saglandi. Daha sonra
jeldeki proteinler PVDF membrana transfer edildi ve aromataz proteini western-blot

yontemi ile goriiniir hale getirildi.

Proteinlerin  SDS-PAGE elektroforezinde vyiiriitiilmesi: Testis ve karaciger
numunelerinin ekstraksiyonu ile elde edilen protein ornekleri poliakrilamid jele
yiiklendi. Protein yiiklenmesinden hemen sonra sisteme DC elektrik verildi. Protein
bandlarinin jelin stoklama kisminin sonuna kadar yiiriitiilmesi igin 100 Volt gerilim

uygulandi. Protein bandlarmin jelin stoklama kismindan ayirma kismina gegisi sonrasi,
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gerilim 150-200 Volt’a ¢ikartildi. Brom fenol mavisi ayirma jelinin alt ucuna ulasinca

gerilim kesilip jel tanktan ¢ikartildu.

Proteinlerin jelden PVDF mebrana semi-dry transferi: Transfer i¢in Once jel
tanktan ¢ikartildi ve tarak kisimlari kesilip atildi. Daha sonra jel hazir olarak aldigimiz
membranin iizerine konulup iizeri kapatildi. Ufak rulo ile hava kabarcig1 kalmamasi igin
tizerinden tek yone dogru gegirildi. Daha sonra transfer cihazinin kasetine membran
altta kalacak sekilde yerlestirildi. Trans-Blot turbo cihazi hazir jel kullanimi i¢in uygun
programda calistirildi ve 7-10 dk igerisinde jelden proteinlerin membrana aktarilmasi

gerceklestirildi.

PVDF membranin Bloklanmasi: Proteinlerin jelden PVDF membrana transferi
sonrast membranl.5 saat siireyle %5°lik siit tozu ve %0.1°’lik Tween 20 iceren PBS
cozeltiside (bloklama ¢6zeltisi) ¢alkalanarak inkiibe edildi. Bloklama isleminin sonunda

membran, %0.1°lik Tween 20 iceren PBS ¢ozeltisi ile 5 dakika siire ile 3 defayikandi.

PVDF membranin birincil antikor ile inkiibasyonu: Membran, anti-rat aromataz
birincil antikoru igeren bloklama ¢ozeltisine alindi, +4 °C’de bir gece diisiik calkalama
ile inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda membran 3 kez %0.1°lik Tween 20 igeren PBS
coOzeltisi ile 5 dakika siire ile yikandi. Yikama sonunda, membrana baglanmamis olan

anti-rat aromataz antikorlar1 uzaklastirilmis oldu.

PVDF membranin ikincil antikor ile inkiibasyonu: Membranin yikanarak
baglanmayan birincil antikorun uzaklastirmasi sonrasi, bloklama c¢ozeltisine ilave
edilenHRP bagl ikincil antikor ile 1 saat siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu
stirenin sonunda membran 3 kez %0.1°lik Tween 20 iceren PBS ¢ozeltisi ile 5 dakika
stire ile yikandi ve baglanmamis olan ikincil antikorlar PVDF membrandan

uzaklastirildi.

PVDF membranin ECL ile inkiibasyonu ve aromataz bandlarinin
goriintiilenmesi: ikincil antikora bagli bulunan horseradish peroksidaz enzimi,
elektrokemiliiminisans (ECL) ¢6zeltisi iginde bulunan substrati katalizler. Bu reaksiyon
sonucu agiga ¢ikan liminol 1g1maya yol agar. Bu 1s1ma, goriintiileme cihazi ile protein

bandlar seklinde goriintiilenir.
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3.2.7. Serum Testosteron, Ostradiol, LH, FSH Diizeylerinin Analizi

Serum testosteron, dstradiol, LH, FSH diizeyleri, ticari ELISA kitleri (BT lab,
Andygene) kullanilarak mikropleyt okuyucu ile (Synergy H1 Hybrid Multi-Mode
Reader, BioTek Instruments, USA) analiz edildi.

3.2.8. Histopatolojik Inceleme Yontemi

Aragtirmanin tamamlanmasini miitakiben, erkek yavru ratlarin tek tarafli testis
dokular, tespit amact ile %10’luk formaldehit ¢ozeltisine alind1 ve 3 giin siireyle bu
cozeltide bekletildi. 3. giinilin sonunda dokular ¢esme suyunda yikandi. Daha sonra rutin
histolojik doku takibi prosediirleri uygulanarak dokularn dehidrasyon ve parlatma
islemleri gerceklestirildi. Parlatma islemi tamamlanan dokular parafinle kaplanarak
bloklar haline getirildi. Parafine edilen dokularin histopatolojik incelemeleri ig¢in bu
bloklardan 8 um kalinlikta kesitler alind.

Tim gruplarin parafinize edilmis testis numunelerinden elde edilen kesitler
deparafinize edildi ve hematoksilen—eozin (H-E) ile boyandi. Boyanan kesitler Nikon
Eclipse Ni-U 151tk mikroskobu, Nikon DS Fi2 kamera ve Nikon Nis-Elements
gortintiileme sisteminde (Nikon Corporation, Tokyo Japan) analiz edildi. Testis
dokusunda meydana gelen histopatolojik degisiklikler incelenerek fotograflar1 alindi
(109).

3.2.9. Verilerin istatistiksel Analizi

Verilerin istatiksel analizlerinde SPSS 21.0 programi1 kullanildi. Verilerin normal
dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testiyle kontrol edilmistir. Verilerin normal
dagilim gostermemesi nedeni ile verilerin degerlendirilmesinde nonparametrik istatistiki
test kullanildi ve sonuglar ortanca (min—-maks) olarak verildi. Gruplarin
karsilastirlmasinda Kruskal-Wallis testi kullanildir. Ikili karsilastirmalar Conover
testiyle yapildi. Tiim testler i¢in p <0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.Gruplarinin Testis, Epididimis, Seminal Vezikiil ve Prostat Agirhklar

Gruplarmin testis, epididimis, seminal vezikiil ve prostat agirliklarinin istatistiki
sonuglart incelendiginde, AKR uygulamasi testis ve epididimis agirliklarini 6nemli
oranda azaltirken, seminal veziikiil agirligindaki azalma istatistiki olarak anlamli
degildi. AKR uygulamasi prostat doku agirligini anlamli derecede artirdi. AKR+E
vitamini grubunda E vitamini uygulamasi testis, epididimis, seminal vezikiil ve prostat
agirliklarinda kismi bir iyilesme sagladi. Gruplarin tireme sistemi dokularinin agirliklar

Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Gruplarinin testis, epididimis, seminal vezikiil ve prostat agirliklar

Testis agirhgi(g) Epididimis agirhgi(g) Seminal Prostat
vezikiil agirhg
Gruplar .
Sag Sol Sag Sol agirhgi(g) 9
Kontrol 1.384+0.028  1.340+£0.02° 0.642+0.01°  0.634+0.04*  1.162+0.112  0.240+0.04
E Vitamini  1.624+0.05° 1.597+0.04° 0.601+0.032  0.612+0.01*  1.331+0.10®  0.337+0.04°
AKR 1.088+0.04°  1.028+0.04° 0.488+0.02°  0.467+0.01®  1.067+0.05* 0.327+0.03"
AKR+E vit. 1.150+0.01¢  1.101+0.01¢  0.494+0.03°  0.495+0.02°  1.127+0.08°  0.332:0.04°

Ayni siitunda farkli {ist simge harfleri tastyan gruplar arasindaki ortalama fark istatistiksel olarak
anlamlidir (a,b and c; p<0,05).

4.2.Gruplarmin Spermiyogram Sonuglari

Gruplarinin ~ spermiyogram sonuglart incelendiginde, AKR uygulamasi
epididimal sperm konsantrasyonunu anlamli oranda disiiriirken,spermlerde kuyruk ve
bas anomali oranin1 ve toplam anormal sperm oranini 6nemli derecede artirmis, sperm
hareketliligi tizerindeki azaltict etkisi smirlt kalmistir. AKR+E vitamini grubunda E
vitamini uygulamasi sperm konsantrasyonundaki diisiis lizerindeki etkisi sinirli olmakla
beraber, anormal sperm oranini kontrol grubu degerlerine diisirmiistiir. Gruplarin

spermiyogram sonuglariTablo 4.2’de verilmistir
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Tablo 4.2. Gruplarinin spermiyogram sonuglari

Epididimal sperm

Gruplar harekseafi:irgi (%) ?%?I;%nr;c/;a?g?gu) Anormal sperm orami (%6)

Bas Kuyruk Toplam
Kontrol 80.47+1.882 327.85+2.592 4.00+0.302 4.00+£0.212 8.00+0.432
E Vitamini 83.56+2.032 348.00.+2,322 3.00+0.37° 3.28+0.20° 6.28+0.64°
AKR 77.61£1.192 242.28+5.44° 4.57+0.36° 5.28+0.35¢ 9.85+0.63°¢
AKR+E vit.i 80.71+0.80? 263.28+4.56b° 3.85+0.262 4.28+0.282 8.14+0.34°

Ayni siitunda farkl st simge harfleri istatistiksel olarak anlamlidir (a, b ve ¢; p<0.05).

4.3. Gruplarin Aromataz Geni mRNA’simin RT-PCR Sonugclari

Her bir grubun testis dokularindan 28S ve 18S ribozomal RNA’lar saflagtiriimus,
bantlarinin mevcudiyeti ve bandlarda herhangi bir yikilimin olup olmadigi agoroz
elektroforezi ile kontrol edildi. Sekil 4.1’de verilen elektroforegram, 28S ve 18S
ribozomal RNA bantlarinin mevcut oldugu ve bandlarda herhangi bir yikilm meydana

gelmedigini gostermektedir.

Kontrol E Vit Akr E Vit + Akr

Sekil 4.1. Her bir gruba ait testis dokularindan saflastirilan RNA’larin elektroforegrami

Gen analizleri “Hydrolysis Probe”kullanilarak yapilmistir. f—aktin ve aromataz
mRNA’larindan sentezlenen cDNA’larin RT-PCR ile ¢ogaltimi gergeklestirilmistir. B—
aktin ve Aromataz mRNA’larindan sentezlenen cDNA’larin RT-PCR ile ¢ogaltim egrisi

ve total cogaltim egrisi Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.’de verilmistir.
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— Bactin

Aromataz

Negatif Kontrol

3.00 6.00 .00 12.00 15.00 18.00 21.00 24.00 27.00 30.00 33.00 36.00 39.00 42.00 45.00 48.00 51.00 54.00
Cyde

Sekil 4.2. B—aktin ve Aromataz mRNA’larindan sentezlenen cDNA’larin RT-PCR ile

cogaltim egrisi.

Bactin — > ;v45
L
/A
//
/// Aromataz //
/ /
7,
/)

/ Negatif Kontrol

3.00 6.00 9.00 12,00 15.00 18.00 2100 24.00 27.00 30.00 33.00 36.00 39.00 42.00 45.00 48.00 51.00 54.00
Cyde

Sekil 4.3. f—aktin ve Aromataz mRNA’larindan sentezlenen cDNA’larin RT-PCR ile

total cogaltim egrisi.

RT-PCR ile PB-aktin ve Aromataz cDNA’larmin sentezi sonrasi, primer
baglanmasinin 6zgiilligii kontrol etmek i¢in agaroz jelinde Ornekler yiiriitilmistiir.
Elektroforezdep—aktin ve Aromataz genleri icin tek ve istenilen boyda DNA bandlarinin

olustugu goriildii. Agaroz jelde elde edilen elektroforegram Sekil 4.4.’de verilmistir.
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DNA MARKER (bp)  Aromataz (+) Aromataz (-) Bactin (+) Bactin (-)

700 S——

| m—
——
>
-

Sekil 4.4. B—aktin ve Aromataz cDNA’larinin RT-PCR’daki ¢ogaliminin
elektroforegram goriintiisii. Elektroforezde 50 bp’lik DNA markir1 kullanilmigtir
(Bioron, 50 bp, catalog no: 304007).

Gruplarin testis dokusunda RT-PCR ile yapilan aromataz ve beta aktin mRNA
analizleri, AKR uygulamasiin testis aromataz/beta aktin mRNA oranlarimi ciddi
derecede artirdigin1 gostermektedir. Bu sonuglar, AKR uygulamasinin testis aromataz
geninin transkripsiyonunu artirdigini ortaya koymaktadir. AKR+E vitamini grubunda
ise E vitamini uygulamasi aromataz/beta aktin oranimi kontrol grubu degerlerine
distirmistiir. Gruplarda hesaplanan testis Aromataz/B-aktin mRNA oranlar1 Tablo

4.3.de verilmistir.

Tablo 4.3. Gruplarda hesaplanantestis aromataz/f-aktin mRNA oran1

Aromataz/f-aktinmRNA orani

Gruplar Medyan (min-maks)
Kontrol 0.026% (0.022-0.028)
E vitamini 0.029? (0.015-0.032)
AKR 0.039° (0.031-0.049)
AKR+E vitamini 0.028% (0.020-0.040)
P 0.026

*Farkl1 ist simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli.
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4.4. Gruplarnn Testis ve Karaciger Aromataz Proteininin Western-Blot

Sonuc¢larn

Gruplarin testis ve karaciger dokularindan ekstrake edilen aromataz ve beta aktin
proteinleri western-blot ile analiz edilmistir. Analiz sonuglari, AKR uygulamasimnin
testis aromataz diizeyini etkilemedigini, karaciger aromataz diizeyini ise anlamli
derecede artirdigini gostermektedir. AKR+E vitamini grubunda ise karaciger aromataz
diizeyi 6nemli oranda azalmistir. Gruplarin testis ve karaciger aromatazina ait protein

bandlar1 ve aromataz/beta aktin oranlar1 Sekil 4.5’te verilmistir.

Erkek Testis Aromataz/Beta Aktin Protein Orani

1,400

1,200

1,000
N 0,200
N
& 0,600
o
& N
'\a ,bs\ ;Q 0,400
b
& N & & 0,200
3 & < <
Testis 0,000

Aromataz Kontrol E Vitamini AKR+E Vitimini

Beta aktin HEEES IS T E—

Karaciger
e - -

Aromataz

Erkek Karaciger Aromataz/Beta Aktin Protein Orani

1,400

1,200

1,000

0,800

0,600

0,400

0,200 l

0,000 -

Kontrol E Vitamini AKR+E Vitamini

Sekil 4.5. Gruplarin testis ve karaciger aromatazina ait protein bandlar1 ve
aromataz/beta aktin oranlar1. *Farkli harflere sahip gruplar arasindaki farklar

istatistiksel olarak anlamli.

4.5. Gruplarin Serum Testosteron, Ostradiol, FSH ve LH Sonuclar

Gruplarda o6lgiilen serum Testosteron, Ostradiol, FSH ve LH sonuglari, AKR
uygulamasinin serum testosteron diizeylerini anlamli derecede diisiirdiigiinii, serum

Ostradiol diizeyini ise Oonemli oranda artirdigmni gostermektedir. AKR+ E vitamini
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grubunda E vitamini uygulamasi ise serum hormon diizeylerini kontrol grubu
degerlerine getirmistir. Gruplarda Olgiilen serum testosteron, Ostradiol, FSH ve LH

sonuclar1 Tablo 4.4’te verilmistir

Tablo 4.4. Gruplarin Testosteron, Ostradiol, FSH ve LH sonuglari

Grup FSH (U/L) LH (U/L) Testosteron (ng/mL) Ostradiol (ng/L)
Kontrol 7.762(7.18-8.27)  5.922(5.44-6.66)  19.46% (18.19-22.03) 607.24% (588.99-617.51)
E Vitamini 8.1842 (7.44-8.86)  6.25% (5.60-6.60) 20.942(19.78-22.38) 603.25? (588.76-612.70)
AKR 6.992 (6.28-7.90) 5.47% (5.12-6.10) 14,03 (12.48-16.14) 707.85° (697.04-720.92)
AKR+E Vit. 7.436%(6.68-8.33)  5.83%(5.22-6.29)  18.53% (17.75-19.66) 627.337 (599.41-638.30)
p >0.05 >0.05 <0.05 <0.05

*Farkli iist simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

4.6. Gruplarin Testis Histopatolojisi Sonuclar1

Kontrol ve vitamin E gruplarinda, seminifer tiibiil ve interstisyel doku alanlar1
normal histolojik yapida goriildii. Seminifer tiibiillerin germinatif epitelleri
spermatogenik seri hiicrelerini igerecek sekilde cok tabakali olarak izlendi. Bazi

seminifer tiibiillerin liimenlerinde spermatozoonlar izlendi (Sekil 4.2- 1, I1).

AKR grubunda seminifer tiibiillerde farkli derecelerde hasar izlendi. Bazi
seminifer tiibiillerde total germinatif epitel hasari, germinatif epitelde dokiilme ve
seminifer tiibiil atrofisi dikkati ¢ekti. Seminifer tiibiillerde hasar, spermatogonyum kaybi
seviyesinde izlendigi gibi, daha hafif olacak sekilde spermatid ve spermatozoon hasari
seviyesinde de izleniyordu. Interstisyel alanlarda Leydig hiicrelerinde farkli derecelerde

vakuolizasyon ve yer yer dejenerasyon tespit edildi. (Sekil 4.2.- 111).

AKR+ E vitamini grubunda bazi seminifer tiibiillerde germinatif epitelde
dokiilme, hiicreler arasi alanlarda genisleme saptandi. Interstisyel alanlarda Leydig
hiicreleri normal histomorfolojiye sahipti. Bu grubun histolojik hasar diizeyi kontrol ve
vitamin E grubundan daha yiiksek, AKR grubundakinden ise daha diisiik olarak
degerlendirildi (Sekil 4- 1V).
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4.6.1. Kontrol Grubu Testis Dokusunun Histopatolojik Bulgular:

Kontrol grubu testis dokusuna ait histopatolojik bulgular Sekil 4.6-4.7°de

verilmistir.

Sekil 4.6. Kontrol grubu testis dokusunun 1g1k mikroskobu goriintiisii.

Normal histolojik goriiniim (y1ldiz).H-E, x20.

Sekild.7. Kontrol grubu testis dokusunun 151k mikroskobu goriintiisii. Seminifer

tiibiillerde normal seminifer epitel (yildiz) ve interstisyel doku (ok). H-E, x40.
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4.6.2. AKR GrubuTestis Dokusunun Histopatolojik Bulgulari

AKR grubunun testis dokusuna ait histopatolojik bulgulart Sekil 4.8-4.9°de

verilmistir.

Sekil 4.8. AKR grubu testis dokusunun 1g1k mikroskobu goriintiisii. Seminifer

tiibiillerde, seminefer epitelinde dejenerasyon (siyah yildiz) ve kismi hasar (beyaz

yildiz).H-E, x20.

Sekil 4.9. AKR grubu testis dokusunun 1g1k mikroskobu goriintiisii. Seminifer
tiibiillerde hasar, spermatid kaybi (beyaz yildiz),seminifer tiibiil epitelinde
spermatogonyum kaybi1 (X),interstisyel alanlarda ve Leydig hiicrelerinde farkl
derecelerde hasar (beyaz ok), damar hasar1 (siyah ok).H-E, x40.
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4.6.3. E Vitamini GrubuTestis Dokusunun Histopatolojik Bulgular:

E vitamini grubu testis dokusunun histopatolojik bulgulart Sekil 4.10-4.11°de

verilmistir.

Sekil 4.10. E Vitamini grubu testis dokusunun 151k mikroskobu goriintiisii.

Normal histolojik goriiniim (y1ldiz).H-E, x20.

Sekil 4.11. E Vitamini grubu testis dokusunun 1g1k mikroskobu goriintiisii. Normal
goriinimde interstisyel doku ve Leydig hiicreleri (siyah ok), Seminifer tiibiillerde

normal seminifer epitel (yi1ldiz), spermatid ve spermatozoonlar (beyaz ok).H-E, x40.
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4.6.4. AKR+E Vitamini Grubu Testis Dokusunun Histopatolojik Bulgular:

AKR+E vitamini grubu testis dokusunun histopatolojik bulgular1 Sekil 4.12-
4.13’de verilmistir.

Sekil 4.12. AKR + E Vitamini grubu testis dokusunun 151k mikroskobu goriintiisii.

Normal histolojik goriinlime (beyaz yildiz) ve seminifer tiibiil epiteline (siyah ok) sahip

seminifer tubuller. H-E, x20.

Sekil 4.13. AKR + E Vitamini grubu testis dokusunun 1g1k mikroskobu goriintiisii.
Normal seminifer epitel (beyaz yildiz) ve bazi1 seminifer tiibiillerde germinatif epitelde
dokiilme, hiicreler arasi alanlarda genisleme (beyaz ok), normal histolojik goriinimde

interstisyel alanlar ve Leydig hiicreleri. H-E, x40.
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5. TARTISMA

Giiniimiizde erkeklerde kisitlik oranlar1 6nemli oranda artis gdstermistir. DSO,
gecen yliz yila gore erkeklerde sperm sayisinin ¢ok ciddi derecede azaldigini, gegen yiiz
yilda sperm sayisi mililitrede 100-120 milyon iken giliniimiizde bu rakamin 15-20
milyona kadar distiigiini ve daha dikkat g¢ekici olmasi agisindan, son 30 yilda
erkeklerde sperm sayisinda ortalama %40 oraninda azalmanin meydana geldigini
aciklamistir. Her ne kadar kisirligin tek sebebinin sperm sayisinin diismesi olmasa da,
sperm sayisindaki bu dramatik diisiis erkeklerde kisirligin artisini tetiklemis olabilir.
Erkeklerde meydana gelen kisirligin yaklasik %80’nin sebebi bilinmemektedir. Bu
durum kisirligin sebebine yonelik etkili tedavi protokollerinin gelistirilmesini de
engellemekte ve gocuk sahibi olamayan ciftlerin tiip bebek tedavisine yonelmelerine
neden olmaktadir. Konunun uzmanlari erkeklerde kisirligin artisinda su ve c¢evre
kirliligi; gida, su ve hava ile aldigimiz toksik maddelerin ve agir metallerin 6nemli

etkilerinin oldugunu vurgulamiglardir.

AKR dogal olarak bulunan bir kimyasal degildir ve besinlerin dogal yapisindada
bulunmaz. Ancak yapilan arastirmalar AKR’nin, karbonhidrat ve proteinden zengin
gidalarm 120 °C’denyiiksek sicakliklarda hazirlanmasi neticesinde ortaya ¢iktigini ve bu
gidalarla beslenen insanlarda AKR’nin ciddi saglik problemlerine yol agma
potansiyeline sahip toksikbir kimyasal oldugunu ortaya koymustur (110). Asparajin
gidalara renk, lezzet ve aroma kazandiran bir amino asittir. Gidalarin 120 °C’den
yiiksek sicakliklarda hazirlanmasi asamasinda asparajin amino asidi indirgen sekerlerle
reksiyona girer. Zincirleme reaksiyonlar sirasinda (Maillard reaksiyonu) asparajin ve
indirgen sekerlerin etkilesimi ile AKR olusur. Cok farkli igerikteki gidalarin yiiksek
sicakliklarda pisirilmesi sirasinda da Maillard reaksiyonu ile bol miktarda AKR
olusmaktadir. Bu mekanizma, gida kaynakli AKR’nin olusumunda &nemli bir rol
oynamaktadir. Gidalarin ¢i§ veya haslanarak tiiketilmesinde, AKR olusumu bakimindan

bir riskin bulunmadigi rapor edilmistir (111).

AKR’nin insanlar ve hayvanlarda neden oldugu toksikasyonlari arastirmak i¢in
cok sayida calisma yapilmistir. Bu caligmalarda, AKR toksikasyonlart ile ilgili dnemli
risk degerlendirmeleri yapilmistir. Bu risk degerlendirmelerinde, AKR’nin &zellikle
norotoksik, karsinojenik ve tireme sistemi tizerindeki toksik etkileri irdelenmistir. 1990

— 2002 yillar1 arasinda AKR’nin toksik etkilerinin arastirildigi ¢alismalarin verilerinin
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incelenerek risk degerlendirmelerinin yapildig: bir retrospektifderleme makalede (112),
AKR’nin deney hayvanlar1 ve insanlar i¢in karsinojenik oldugu rapor edilmistir. Bu
durum ¢ok sayida iilkenin resmi saglik ve gida otoritelerincede dogrulanmistir. Birlesik
Devletler Cevre Koruma Ajanst (USA-EPA), insanlarin maruz kaldigi giinlik AKR
miktar1 ile kansere yakalanma riski hakkinda yaptigi degerledirmede, hayat boyu 1
ng.kgtgin?t dozda AKR’ye maruz kalan insanlarda kansere yakalanma ihtimalinin
%0.45, 0.02 pgkgt.gin' dozda AKR’ye maruz kalanlarda ise bu ihtimalin %0.01
olabilecegini agiklamistir. WHO ise, hayat boyu giinliik 0.14 pgkg'.g? AKR alan
insanlarda kansere yakalanma olasiliginin %0.01 olabilecegi bildirmistir (113). Tiim bu
veriler, AKR’nin insanlar i¢in norotoksik ve karsinojenik oldugu konusunda uluslararasi
otoritelerin fikir birligi i¢inde oldugunu gostermektedir. Ancak AKR’nin insanlar
icintam olarak Karsinojenik oldugunu sdylememize imkan saglayacak sayida arastirma
ve veri bulunmamaktadir. Bu durum, AKR’nin insanlarda karsinojenik olduguna dair
kesin ve gilivenilir bir degerlendirme yapilmasini engellemektedir (114). Ancak,
amerikadaki bazi tiiketici dernekleri, AKR igeren gidalarin {izerine “kanserojen etkili
AKR maddesi igerir” ifadesinin yazilmasimnin kanuni bir zorunluluk haline getirilmesini

talep etmektedirler.

AKR konusunundaki farkindaligin iilkemizdeki durumuna bakildiginda, gerek
resmi ve gereksede sivil kamuoyunda heniiz her hangi bir risk degerlendirilmesinin ya
da agiklamanin yapilmadigim gériiyoruz. Gida kaynakli AKR konusunda TUBITAK 1n
destekledigi bir arastirma yapilmis ve sonuglart yayimlanmistir. Ancak devletin
herhangi bir kurumunca AKR konusunda bir risk degerlendirme raporu

yayimlanmamugtir.

Ag1z yoluyla alinan AKR bagirsaklardan emilir ve kana geger. AKR kandan
oncelikle karaciger ve diger dokulara alinir ve metabolize edilir. AKR’nin yarilanma
stiresi kisadir vediger dokulara hizli bir sekilde alinarak kandan temizlenmektedir.
AKR, yiiksek dercede hidroflik 6zellikte bir kimyasaldir. Ancak, deney hayvanlarinda
yapilan arastirmalar, AKR’nin plesantay1 gegebildigini, fetlis dokularina ulastigini ve
toksik etkiler gosterebildigini ortaya koymustur (115). Deney hayvanlarinda fetal
hayatta AKR’nin meydana getirdigi gelisim bozukluklarini arastiran ¢ok sayida ¢alisma
yapilmistir. Deneysel arastirmalarin sonuglari, AKR’nin insan fetuslarinda meydana
getirebilecegi muhtemel gelisim bozukluklari ve hasarlar1 incelemek {izere insan

calismalarinin yapilmasina temel teskil etmistir.
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El-Sayyad ve ark. farelere gebeligin 6-21. giinleri arasindakg canli agirhiga 25
mikro g/glindozda AKR uygulayarak, diger bir gruba iseyaklasik %33 kizarmis patates
cipsi (KPC) igeren yemle besleyerek yaptigi arastirmada, AKR ve KPC uygulamasiin
annelerin karaciger, bobrek, kalp ve kemik dokularinda benzer histopatojik bozuklara
neden oldugunu tespit etmislerdir. Benzer histopatolojik hasarlar AKR ve KPC
uygulanmis gruplarin yavrularinda da gézlemlenmistir. AKR ve KPC uygulamasi gebe
farelerde diisiik oranini artirmis, dogan yavru sayisini, yavru canli agirh@ini ve
biiyiikliigiinii anlamli derecede azaltirken, dogan yavrularda gelisme geriligi meydana
getirmistir. Arastirmacilar bu sonuglari, uzun siire KPC tiiketiminin insanlarda ciddi

saglik problemlerine yol agabilecegi seklinde yorumlamislardir (82).

Allam ve ark. AKR’nin fetiis ve laktasyon sonuna kadar ki yavru gelisimi
tizerindeki etkilerini incelemek iizere, gebeligin 7. giinii ile postnatal 28. giine kadar
gebe ratlara ve dogan yavrularina 10 mg/kg/giin oral yolla AKR vermislerdir.
Arastirmanin sonuglari, AKR uygulamasinin yeni dogan yavrularin canli agirliklarinda
azalmaya, yavrularin g6z agilma siirelerinin uzamasina, tiiylenmenin gecikmesine neden
oldugunu ortaya koymustur (81). Benzer bir deneysel arastirmada, gebeligin 6.
giiniinden dogum sonrast 21. Giinekadar gebe siganlara0.1, 0.5, 1.0, 5.0mg/kg dozda
AKR oral yolla verilmistir. Aragtirmanin sonunda, yavru canli agirliklarinda AKR’nin
dozu ile dogru orantili bir canli agirlik azalmasinin meydana geldigi tespit
edilmistir(116). ). Krishna ve Muralidhara, gebeligin 6. giiniinden baslanarak 19. giine
kadar gebe ratlara igme suyu ile 50, 100, 200 ppm dozda AKR uygulamislardir.
Aragtirmanin sonuglari, 200 ppm AKR uygulamasinin ratlarin plesanta agirliklarinda
azalmaya neden oldugu, 100 ve 200 ppm AKR uygulamasinin ise yeni dogan yavrularin

canli agirliklarinda azalmaya yol agtigini gostermistir (117).

Bu konuyla ilgili olarak Duarte-Salles ve ark. Norveg’te anne-cocuk iizerinde
yaptig1 kohort calismasinda, gebelikte AKR igerikli diyet alimi ve fetal biliylimeye
etkilerini arastirmiglardir. Bu ¢alismaya 50.561 anne dahil edilerek annelerin AKR
maruziyet miktar1 ve kanda Hb adiikt diizeyi 6l¢iimleri yapilmis ve AKR igeren
gidalarin alim siklig1 anket sonuglart ile karsilastirilmistir. Bu arastirmada, gebelikte
AKR almmin, fetal biiylime ile negatif korelasyon gosterdigi sonucuna varilmistir.
AKR alimmin en yiiksek oldugu grubun c¢eyregindeki gebe kadinlar ile en alt
ceyregindeki kadinlar kiyaslanmis ve gebelikte AKR alimini azaltmanin fetal biiylimeyi
tyilestirebilecegi vurgusu yapilmistir (118).
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Yetiskin insanlarda iireme sistemi hipotalamo-hipofizer-testis aksi ile kontrol
edilir. Beslenme, mevsimsel degisim, duygu-diisiince hipotalamustan gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH) salinimina neden olur, GnRH hipofizi uyararak hipofizden
gonadotropin hormonlar olarak bilinen liiteinizan hormon (LH) ve follikiil sitimiilan
hormon (FSH) sentez ve salinimini artirir. LH ve FSH kan yolu ile testise ulasir, LH
Leydig hiicrelerini uyararak testosteron sentezini, FSH ise Sertolihiicresini uyararak
androjen baglayis1 protein (ABP) sentezini artirir. Leydig hiicrelerinde sentezlenen
testosteron lipofilik olmasi nedeni ile 6ncelikle komsu sertoli hiicrelerine, bir kismida
kan dolagimima geger. Testosteron Sertoli hiicresinde ABP’e baglanarak seminifer
tubiillere yakin bolgede yiiksek konsantrasyona ulasir, seminifer tiibiillerde
spermatogenezi uyarir ve sparmatogonyumlarin (k6k hiicre) olgun sperm hiicrelerine
doniismesini saglar. Giinliik sentezlenen testosteronun ¢ok kiiciik bir kismi gerek testiste
ve gereksede kan dolagimi ile ulastigi karaciger, yag ve deri dokularinda aromataz
tarafindan Ostradiole donistiiriiliir. Erkeklerde kan testosteron ve ayni zamanda kan
ostrodiol diizeylerinin asir1 artmasi hipotalamo-hipofizer dokularda GnRH, LH ve FSH
salmmmin1 azaltarak Leydig hiicrelerinde testosteron sentezini ve sonrasinda da
spermatogenezi baskilar. Insan ve hayvanlarda hipotalamo-hipofizer-testis aksinda

meydana gelen hasar ve isleyisindeki bozukluklar erkeklerde kisirliga neden olur (119).

Son zamanlarda erkeklerde sperm sayilarinin ciddi derecede diigmesi, kadinlarda
yumurta kalitesinin bozulmast ve kisirlik oranlarinin dikkate deger artis gostermesi,
AKR iizerinde yapilan aragtirmalarin; AKR’nin iireme sistemi iizerinde meydana
getirdigi toksik etkilerin incelenmisi iizerinde yogunlagmasina neden olmustur.
AKR’nin tireme sistemi tizerindeki toksisitesini incelemek {izere ¢ok sayida deneysel ve

Klinik aragtirma yapilmis ve sonuglar1 yayimlanmustir.

Wang ve ark. 5, 15, 30, 45 ve 60 mg/kg AKR’yi gavaj yoluyla 5 giin boyunca
Sprague-Dawley sicanlarina uygulamistir. Arastirmanin sonunda hayvanlarda sperm
konsantrasyonu azalmasi, morfolojik sperm bozuklular1 gozlemlemistir. Ayn1 zamanda
testosteron miktar1 ve Leydig hiicre sayisinda azalma saptamistir. Histolojik
incelemesinde AKR uygulanan gruplarda ¢ok sayida dev hiicre olusumlari,
vakuollesmeler ve apoptotik hiicre sayisinda artma oldugu bildirilmistir (80). Ozellikle
45 ve 60 mg AKR uygulanan gruplarda viicut agirliklarinda ve testis agirliklarinda

azalma oldugu goriilmiistiir. Epididimiste sperm konsantrasyonu azalmig ve seminifer
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tiibiillerde lezyonlar goriilmiis ve ayn1 zamanda ozellikle 60 mg AKR uygulanan

gruplarda ¢ok sayida dev hiicreler gozlemlenmistir.

Mustafa ve ark. yaptigi ¢alismada 250-300 g agirhiginda ve 85-90 giinliik
Sprague-Dawley si¢anlarina 10 giin boyunca 25 ve 50 mg AKR hem oral yolla hem
intraperitonal olarak uygulanmistir. Arastrimanin sonuglari, AKR uygulamasinin germ
hiicrelerinin sayisinda azalmaya, Seminifer epitelin liimene dokiilmeye, apoptotik
hiicrelerde artisa, anormal DNA miktarinda artisa, ¢ok ¢ekirdekli dev hiicrelerin
olusumuna, interstisyel alandaki damarlarda kan toplanmasina neden oldugunu ortaya

koymustur (120).

Camacho ve ark. calismasinda Fischer 344 sigan tiirii kullanilmigtir. Siganlara 14
giin boyunca icme suyunda her giin 2.5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg doza karsilik
gelecek sekilde farkli konsantrasyonlarda AKR verilmistir. AKR’nin doza bagli olarak
serum testosteron diizeyini diistirdiigi, LH’yi arttirdig1r gozlemlenmistir. Ayrica germ
hiicrelerinin ~ liimene  dokiilmesi, germ hiicresi azalmasi, spermatid hiicre
olgunlagmasinda gecikme ve primer spermatositlerde apoptosis gibi histopatolojik
durumlarin doza bagli olarak arttig1 goriilmiistiir. Bunun yaninda testis agirligi 50
mg/kg doz AKR verilen grupta diiserken, total Leydig hiicre sayisinda gruplar arasinda
bir farkliliga rastlanmamistir (121).

Rajeh ve ark. Sprague-Dawley siganlarina 5 giin boyunca oral yolla 5, 15, 30, 45
ve 60 mg/kg/giin AKR uygulayarak yaptiklari arasgtirmalarinda, son dozdan AKR
uygulamasidan 72 saat sonrasinda hayvanlar sakrifiye etmislerdir. Ozellikle 45 ve 60
mg/kg AKR verilen gruplarda saldirganlik, testislerinde biiylime, arka bacaklarinda
zayiflik ve dengesiz hareket etme gozlemlemislerdir. Hayvanlarin agirliklar: 5. giiniin
sonuna kadar Onemli derecede azalmis fakat son 3 giinde bazilarinda artis
gozlemlenmistir. Testis agirlik indekslerinin 15, 45 ve 60 mg/kg AKR verilen gruplarda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi, 5 ve 30 mg/kg AKR verilen gruplarda
testis agirlik indeksinin arttigimi ancak bu artisin anlamli olmadigini bildirmislerdir.
Sperm rezervlerinde azalma ve anormal spermler gozlemlemiglerdir. Histolojik olarak
germinal hiicrelerde dejenerasyon, bazal vakuollesmeler, ¢ok cekirdekli dev hiicreler,
atrofiye olmus Leydig hiicreleri ve limende daha az spermatozoa goriildiigii ifade

edilmistir (122).
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Tyl ve ark. 11 haftalik Long-Evans sicanlariyla yaptig1 ¢alismada siganlara 5 giin
boyunca 0, 5, 15, 30, 40 ve 60 mg/kg AKR’yi 5 giin boyunca oral yolla vermis ve 8.
giin disi siganlarla ¢iftlestirmislerdir. Calisma sonunda 15, 30, 45 ve 60 mg AKR
uygulanan siganlarin viicut agirligt 6nemli derecede azalmis, dozla orantili olarak
dengesiz hareket etme ve bazilarinda piloereksiyon, killarda kabalasma ve uyusukluk
gbzlenmistir. Gruplar aras1 6n bacak kavrama giicii esit bulunurken, arka bacak kavrama
giicii Ozellikle 60 mg AKR uygulanan grupta c¢ok diisiik bulunmustur. Disilerle
ciftlesebilen erkek sayisi ve ciftlestikten sonra gebe kalan disi sayis1 doza bagl olarak

azalmgtir. Implante olan canli embriyo sayis1 azalmstir (123).

Shelby ve ark. erkek farelere farkli dozlarda i.p. olarak AKR vermisler ve disi
farelerle farkli giinlerde ciftlesmeleri saglanmistir. Deney sonunda implante olan
embriyo sayilari, gebe fare sayilar1 gibi parametrelere bakilmistir. Sonu¢ olarak
AKR’nin ge¢ spermatidlerde ve spermatozoonlarda oliimciill mutasyonlara neden

oldugu bulunmustur (124).

Kermani-Alghoraishi ve ark.8-10 haftalik, 25-30 g farelere igme suyuyla iki ay
boyunca 5 ve 10 mg/kg AKR vermislerdir. 2 ay sonra sperm parametre analizi ve zar
biitlinliigiinii degerlendirmek {izere hipoozmotik sisme testi yapilmistir. Sonug olarak
AKR farelerin sperm zar1 biitiinliigiinii bozdugu, canli sperm sayisini azalttigi, anormal

sperm olusumunu tetikleyerek sperm hareketliligini azalttig1 bildirilmistir (125).

Yassa ve ark. ¢alismalarinda 180-200 g Sprague-Dawley siganlari kullanilmistir.
90 giin boyunca siganlara 15 mg/kg ve 30 mg/kg oral olarak AKR verilmis ve yesil cay
ekstraktinin  koruyucu etkisine bakilmistir. Sadece AKR verilen gruplarda germ
hiicrelerinde dejenerasyon, tiibiillerde kiiciilme ve dev hiicre olusumu goriilmiis, viicud
agirliklar1 azalmis ve testosteron seviyesi diismiistiir. Yesil ¢cay ektsraktiyla beraber
AKR verilen gruplarda énemli derecede bir diizelme saptanmistir (126). Benzer sekilde
bizim ¢alismamizda da AKR verilen grupda seminifer tiibiil ¢aplar1 kii¢iildii, seminifer
epitelde bircok dev hiicrelere rastland1 ve viicut agirliklarinda ve serum testosteron

diizeylerinde diisiis gozlendi.

Sen ve ark. ortalama 25 g agirliginda mus musculus tiiriindeki disi farelere
gebeligin 6. giinlinden, dogum sonras1 21. giine kadar 14 mg/kg AKR vermisler ve bu
periyot igerisinde yavru erkek fareleri incelemislerdir. Sonug olarak dogan yavrularin

dogum agirhigr ve testis indekslerini kontrole gore diisiik bulmuslardir. Deney sonunda
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yaptiklar1 histopatolojik incelemelerde ise AKR maruz kalan farelerde seminifer
tiibiillerde atrofi, dev hiicreler, bag dokusunda deformasyon, Leydig, Sertoli ve

spermatogenik hiicrelerde azalma goriilmiistiir (127).

Erdemli ve ark. Tarafindan yapilan bir deneysel arastirmada gebelik boyunca
AKR maruziyeti ve bu maruziyete karsi koruyucu olarak antioksidan E vitamini
uygulanan ratlarin, yavrularinin testis dokular1 incelenmis. Maternal AKR
maruziyetinin rat testis dokusunda oksidatif strese yol agarak hasar olusturdugu ve bu
hasarin E vitamini ile anlamli 6lgiide geriledigi gézlenmistir. Gida kaynakli AKR
toksisitesine maruz kalmanin her gegen giin arttig1 ve infertilitede de goriilen paralel
artisin AKR toksisitesiyle iliskili olabilecegine dikkat ¢ekilmis ve bu konuda daha ileri
caligmalara gerek duyulduguna vurgu yapilmistir(128).

Bizim arastirmamizda anne ratlara gebelik ve laktasyon siiresince, erkek
yavrulara dogum sonrasi 8. haftaya kadar AKR ve E vitamini uygulanmis ve dogumu
takip eden 8. haftanin sonunda erkek yavrulardan alinan testis dokularinin histopatolojik
incelemelerine ilaveten, testosteronu Ostrojene doniistiiren aromataz enziminin gen
transkripsiyon ve proteine donligme diizeyleri ve serum testosteron, dstradiol, LH, FSH
diizeyleri analiz edilmistir. Ayrica, siganlardan alinan sperm orneklerinin spermiyogram
analizleri (sperm sayisi, sperm hareketliligi, sperm morfolojisi) yapilmis ve AKR’nin
testislerde meydana getirdigi  toksik etkilerin molekiiler diizeydeki etki
mekanizma/mekanizmalar1 ortaya konulmaya calisilmis, E vitamininin AKR kaynakli

bu toksik etkileri ne derece engelleyebildigi de test edilmistir.

Ureme dokularinin agirlik dlgiimleri, AKR uygulamasinin, testis agirliklarinda
ciddi derecede diisiirdiigiinii, AKR+E vitamini grubunda E vitamini uygulamasinin
AKR’nin testis agirliklar1 tizerinde meydana getirdigi bu ciddi negatif etkisini kismen
engelleyebildigini; epididimis agirliklarimin AKR uygulanan grupta énemli derecede
diistiigiinii, AKR+E vitamini grubunda E vitamini uygulamasinin AKR’nin epididimis
agirhi@ iizerinde meydana getirdigi bu etkiyi kismen diizeltebildigini; AKR’nin seminal
vezikill agirlik iizerinde kayda deger bir etki olusturmadigini; prostat agirliklarinda
istatistiki olarak anlamli bir artts meydana getirdigini orta koymustur. AKR’nin iireme
dokularinda meydana getirdigi agirlik azalmalari: (1) AKR’nin bu dokularda hiicre
yapisini hasarlandirarak hiicre proliferasyon ve rejenerasyon hizimi diisiirmesinden, (2)

bu dokularda genel olarak protein sentezini baskilamasindan, (3) AKR uygulamasinin
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ratlarin istahlarin1 baskilayarak yem ve su tiiketimini azaltmasindan kaynaklanmis

olabilecegini diisiiniiyoruz.

Spermiyogram sonuglari, AKR uygulamasinin sperm hareketliligi tizerinde kismi
bir azalmaya neden oldugunu ve AKR+E vitamini grubunda E vitamini uygulamasinin
sperm hareketliligini kontrol grubu degerlerine getirdigini; AKR’nin epididimal sperm
konsantrasyonunu ciddi derecede diistiigiinii, AKR+E vitamini grubunda E vitamini
uygulamasinin, AKR’nin epididimal sperm konsantrasyonu iizerinde meydana getirdigi
bu negatif etkiyi kismen engelleyebildigini ortaya koymustur. AKR’nin epididimal
sperm konsantrasyonunu anlamli derecede diisiirmesi: (1) AKR’nin testis dokusunda
meydana getirdigi histopatolojik hasarlara bagl spermatogonyum kaybindan, spermatid
ve spermatozoonlarda yapisal bozulmalarin artmasindan, (2) AKR’nin testisin Leydig
hiicrelerinde meydana getirdigi hasarlardan, (3) AKR ve/veya AKR yikilim iiriinlerinin
karacigerde aromataz aktivitesini artirarak testosteronun Ostradiole doniistimiinii
hizlandirmasindan, (4) tiim bu faktdrlerin etkisi ile serum testosteron diizeyinin diismesi

ve spermatogenez hizinin yavaslamasindan kaynaklanmis olabilecegini diisiiniiyoruz.

AKR uygulanan grupta total anormal sperm orani, bas ve kuyruk anomalili
sperm oraniciddi derecede artis gostermis, AKR+E vitamini grubunda E vitamini
uygulamasi total anormal sperm orani, bas ve kuyruk anomalili sperm oranini kontrol
grubu degerlerine diislirmiistiir. E vitamininin anormal sperm orani {izerinde meydana
getirdigi anlaml iyilestirme, E vitamininin, AKR ’nin testis dokusunda meydan getirdigi
histopatolojik hasarlari, spermatogonyum kaybini, spermatid ve spermatozoonlarda
yapisal bozulmalar1 6nemli oranda azaltmasindan kaynaklanmis olabilecegini

diisiiniiyoruz.

Gruplarda 6lgiilen hormon diizeyleri incelendiginde, AKR uygulamasi serum LH
ve FSH iizerinde kismi olmak {izere, 6zellikle serum testosteron diizeyini anlamli
derecede diisiirdiigli, serum oOstradiol diizeyini ciddi derecede artirdigi, AKR + E
vitamini grubunda E vitamini uygulamasi serum hormon diizeylerini kontrol grubu
degerlerine getirdigi goriilmektedir. AKR uygulamasinin serum testosteron diizeylerini
anlamli derecede diigiirmesi: (1) AKR’nin Leydig hiicrelerinde meydana getirdigi
hasarlardan, (2) AKR ve/veya AKR yikilim iirlinlerinin karacigerde aromataz
aktivitesini artirarak  testosteronun Ostradiole doniisiimiinii  hizlandirmasindan
kaynaklanmig olabilir. AKR + E vitamini grubunda hormon diizeylerinin normale

donmesi, AKR kaynakli Leydig hiicre hasarin1 engellemesinden ve karacigerde AKR
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ve/veya AKR yikilim friinleri kaynakli aromataz proteini artigini baskilamasindan

kaynaklanmis olabilecegi kanaatindeyiz.

RT-PCR ve Western blot analizi sonuglari, AKR uygulamasi testiste aromataz
geninin mRNA diizeylerini (aromataz geni transkripsiyon diizeyi) anlamli derecede
artirmig, ancak mRNA’nin aromataz proteinine doniisiimiinii etkilememistir. AKR,
testiste aromataz geninin transkripsiyonunu artirirken, aromatazin mRNA’sinin
translasyonunu etkilememistir. Buna mukabil, AKR karacigerde aromataz proteinini
anlamli derecede artirmistir. AKR+E vitamini grubunda E vitamini uygulamasi

karacigerde aromataz proteini diizeyini kontrol grubu degerlerine diistirmiistiir.

Her ne kadar daha onceki yillarda yapilan arastirmalarda, AKR uygulamasinin
iireme dokularinda (testis, epididimis gibi) agirlik azalmasina neden oldugu, testis
dokusunda histopatolojik hasarlara yol actigi, sperm konsantrasyonunu ve serum
testosteron diizeylerini anlamli derecede diisiirdiigii, serum Ostradiol diizeylerini ciddi
derecede artirdig1 rapor edilmis olmasina ragmen, bizim sonuglarimiz bu arastirmalarin
sonuglarini  teyid etmekle birlikte, arastirmamiz en Onemli farklari: (1) AKR
uygulamasinin gebelik ve laktasyon siiresince ve erkek yavrularin cinsel olgunluga
eristigi 8. haftaya kadar uygulanmis olmasi, AKR’nin ilireme sisteminde meydana
getirdigi hasar tablosunun tam olarak goriilmiis olmasi, (2) daha da 6nemli bir fark ise,
AKR’nin serum testosteron diizeylerinin diigiirmesinin ve serum Ostradiol diizeylerini
artirmasmin yeni bir muhtemel mekanizmasinin ortaya konulmus olmasi, (3) AKR
uygulamasinin karacigerde aromataz protein diizeylerini anlamli derecede artirdigi,
artan karaciger aromatazinin testosteronun Ostradiole doniisiim hizimi artirarak serum

testosteron diizeyini diisiirdiigii tezinin, ilk defa tarafimizca ortaya konulmus olmasidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gebeliklik ve laktasyon siiresince annelere, dogum sonrasi 8. haftaya kadar

erkek yavrulara AKR uygulanarak yapilan arastirmamizin sonuglart:

1.

AKR uygulamasi erkek yavru ratlarda testis, epididimis doku agirliklarini
onemli derecede azaltirken, prostat agirligini anlamli derecede artirmis,
seminal vezikiil agirh@ini etkilememistir. Ancak, AKR+E vitamini
grubunda E vitamini uygulamasi testis ve epididimis doku agirliklari

tizerinde dnemli oranda artirict etki gostermistir.

Spermiyogram sonuglari, AKR uygulamasinin erkek yavru ratlarda sperm
motilitesi tizerindeki etkisi ¢ok siuirli kalmistir. Bununla birlikte epididimal
sperm konsantrasyonunu onemli oranda azaltmig, anormal sperm oranint;
ozelliklede spermlerde kuyruk anomali oranini anlamli derecede artirmistir.
AKR+E vitamini grubunda E vitamini uygulamasi epididimal sperm
konsantrasyonu tizerindeki pozitif etkisi sinirli kalmig, ancak anormal sperm

oranini kontrol grubu degerlerine diistirmiistiir.

AKR uygulamasi erkek yavrularin testislerinde, 6zellikle Leydig
hiicrelerinde dejenerasyona, seminifer tubiillerde atrofi ve dejenerasyona,
spermatogonyum kayiplarina neden olmustur. AKR+E vitamini grubunda E
vitamini uygulamas1 AKR kaynakli Leydig hiicre dejenerasyonunu énemli
dercede azaltmis ve Leydig hiicrelerini normal histomorfolojik goriiniime

getirmistir.

Erkek yavru ratlarda serum hormon analizleri, AKR uygulanmasinin serum
testosteron diizeylerini anlamli derecede diisiirdiigiinii, serum &stradiol
seviyeleni 6nemli oranda artirdigini, LH ve FSH diizeylerindeki etkisinin ise
sinirli diizeyde kaldigin1 ortaya koymustur. Ancak, AKR+E vitamini
grubunda E vitamini uygulamasi serum testosteron diizeylerini anlamli

derecede artirirken, serum Ostradiol seviyelerini 6nemli oranda diistirmiistiir.

RT-PCR ve Western-blot sonuglari, AKR uygulamasinin erkek yavrularin
testislerinde aromataz geninin transkripsiyonunu artirdigini, ancak bu artigin

translasyona (aromataz proteininin sentezi) yansimadigini gostermistir. Yani
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AKR testislerde aromataz geninin transkripsiyonunu artirmig ancak
translasyon asamasini etkilememistir. Erkek yavrularin  karaciger
numunlerinde yapilan western-blot analizleri ise, AKR’nin Kkaraciger

aromatazinin protein diizeyini ciddi derecede artirdigini ortaya koymustur.

6. AKR’nin karacigerde aromataz proteininin diizeyini anlamli derecede
artirmig  olmasini, AKR uygulamasinin serum testosteron diizeyini
diisiirmesinin muhtemel bir mekanizmasi olabilecegini diisiiniiyoruz. Testis
disindaki aromataz kaynaklar1 olan 6zellikle yag ve kas dokuda yapilacak
aragtirmalarda, AKR’nin yag ve kasda da aromataz proteininin diizeyini
artirdiginin tespit edilmesi, AKR kaynakli ireme problemlerinin ¢éziimiinde
aromataz inhibitorleri ile tedavi protokollerini giindeme getirebilecegi

kanaatindeyiz.

Sonug¢ olarak, diinyada klasik yemek kiiltiiri yerine; yiiksek sicakliklarda
hazirlanan firinlanmis, kizartilmis ve fast-food tiirii gidalarin tiiketiminin ¢ok yaygin
olmasi nedeni ile, insanlarin AKR’ye maruz kalmamalart miimkiin gériinmemektedir.
Bu nedenle erkeklerin iireme sagligint korumalari igin; kizartma, firinlama ve fast-food
gibi 120 °C’den daha yiiksek sicakliklarda hazirlanan gidalarda yogun miktarda AKR
olusmasi nedeni ile gida kaynakli AKR maruziyetini en aza indirmek igin giinliikk
diyetlerinde miimkiin oldugunca geleneksel haglama yontemi ile hazirlanmis gidalar
tilketmelerini ve treme sisteminde AKR kaynakli muhtemel toksik etkileri en aza

indirmek i¢in giinliik yeteri miktarda E vitamini almalarini 6neriyoruz.
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